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Las células mieloides, en el sistema nervioso central (SNC), constituyen una clase 
heterogénea de células del sistema inmune innato que contribuyen al mantenimiento de la 
homeostasis en los tejidos durante el desarrollo y la edad adulta. El aislamiento y 
caracterización de las diferentes subpoblaciones de células mieloides en el cerebro sano de 
ratones adultos, resulta clave para entender su papel en muchos procesos con perfil 
inflamatorio. Para ello, nos hemos servido de ratones transgénicos Csf1r-EGFP y Clec9aegfp/egfp, 
que nos permiten visualizar las distintas subpoblaciones de células mieloides y realizar un 
seguimiento adecuado de su purificación, seguido de la caracterización de las células con 
marcadores específicos, mediante análisis por citometría de flujo, así como la caracterización 
de las distintas subpoblaciones en el cerebro tras el tratamiento con Flt3 (FMS-like tyrosine 
kinase 3), una citoquina implicada en la homeostasis de las células dendríticas (DCs), las 
principales células presentadoras de antígeno. 
Dentro de los receptores de lectina tipo C, el DNGR-1 (CLEC9A) es un marcador 
específico de DCs con funciones similares aunque localizaciones distintas: las DCs CD8α+ en 
tejidos linfoides y las DCs CD103+CD11blow en tejidos periféricos. DNGR-1 se expresa 
principalmente en las meninges y en los plexos coroideos y su expresión en cerebro se ve 
aumentada en presencia de Flt3L. La mayoría de estas células expresan moléculas del 
complejo mayor de histocompatibilidad de clase II (MHC II). Además, se detectó un incremento 
de marcadores específicos de DC de bazo CD8α+, como Batf-3 e Irf-8, pero no de moléculas 
co-estimuladoras como Cd80 y Cd86, indicando un fenotipo inmaduro de este tipo celular. La 
presencia de DNGR-1 en cerebro constituye por tanto, un marcador específico de una 
subpoblación de DCs implicadas en el reconocimiento de células muertas y en la presentación 
cruzada a linfocitos T CD8+.  
A continuación, nos hemos centrado en la cada vez más estrecha relación entre el 
sistema inmune y el envejecimiento; en especial, en el papel de los macrófagos del parénquima 
cerebral (microglía). La microglía constituye la primera línea de defensa que responde a 
cualquier tipo de daño, coordinando la respuesta innata y adaptativa. Sin embargo, no se 
conoce completamente su papel en condiciones de envejecimiento normal y patológico. En 
animales jóvenes y sanos, usando el marcador Iba-1 (ionized calcium-binding adapter molecule 
1), se observa que la microglía suele presentar una morfología ramificada, con procesos largos 
y finos y una distribución homogénea por todo el cerebro, sin solaparse los procesos entre 
ellos. Ante un daño o lesión (como lesión mecánica), la microglía cambia de morfología de 
 
 
forma drástica, engrosándose el citoplasma y acortándose los procesos, adquiriendo mucha 
mayor expresión de este marcador. Esta respuesta, durante mucho tiempo, ha sido definida 
como “activación de microglía”. Hasta ahora, el consenso general sobre la microglía en el 
envejecimiento era la presencia de cambios fenotípicos compatibles con el aumento de su 
estado de activación. No obstante, todavía no está del todo claro si la neurodegeneración 
puede ser debida a un funcionamiento erróneo de las células cerebrales envejecidas o a una 
acumulación de daños con la edad. 
 Para ello, se utilizó un modelo animal de envejecimiento acelerado, los SAM 
(senescence-accelerated prone mouse) y en concreto la cepa SAM P8, comparándolo con 
ratones de su mismo fondo genético pero con un envejecimiento normal, los SAM R1. Todos 
los ratones mostraron un ligero aumento de las células Iba-1+ con la edad; sin embargo, el 
número de células permaneció estable, a tenor de los niveles de expresión génica mantenidos 
de Cx3cr1, indicando cierto aumento de la señalización de Iba-1+. Los ratones SAM P8 
mostraron un número significativamente menor de Iba-1+ a los 2 meses (m) en hipocampo, una 
región clave en el envejecimiento. Por los motivos que sean, en SAM P8 hubo menor expresión 
de este marcador, como si fuera defectivo en Iba-1, independientemente de si esa microglía 
fuera reactiva o activada. Al analizar el perfil de citoquinas proinflamatorias de la microglía 
aislada de parénquima cerebral, se detectó un aumento de TNF-α, IL-6, IL-1β y CCL-2 en P8 
sobre los R1 desde los 2 m. Este estado de sensibilización de la microglía de parénquima 
cerebral no se acompañó de co-localización con MHC II+. En cambio, sí se registró expresión 
de microglía Iba-1+-MHC II+ en los plexos coroideos, una región con un papel crítico para 
orquestar los pasos iniciales de la inflamación en el SNC. En los SAM P8, las células Iba-1+-
MHC II+ aumentó con la edad pero era una población menor que en controles CD1-ICR de las 
mismas edades, señalando quizás, un papel defectivo en la respuesta inflamatoria. Otros de 
los cambios llamativos con la edad ha sido lo que se denomina como “microglía distrófica”. La 
microglía en el hipocampo de los SAM P8 y animales envejecidos se observó desramificada, 
con procesos tortuosos y citoplasma fragmentado. Al analizar marcadores de daño celular 
como γH2AX, apareció dañada en algunas regiones muy concretas como el hipocampo. Los 
mecanismos que subyacen en el envejecimiento y cuándo estos pueden resultar 
protectores/deletéreos, será la clave de la forma de diseñar nuevas estrategias a la hora de 
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Células mieloides del cerebro y neuroinflamación  
 La neuroinflamación es un proceso complejo que comprende distintas respuestas 
celulares: activación celular, muerte celular, quimiotaxis, etc. Además, implica distintos tipos 
celulares: neuronas, astrocitos, microglía, células endoteliales, neutrófilos, monocitos y células 
T. La relación entre todos estos tipos de células es la responsable del equilibrio necesario para 
el mantenimiento del tejido sano. La recuperación de este equilibrio es el que determina el 
tamaño y la evolución del tamaño del daño en respuesta al proceso neuroinflamatorio. Al ser un 
balance complejo, cualquier desviación tiene consecuencias y puede ser el origen subyacente 
del por qué, muchas de las terapias diseñadas frente a una diana específica, han fallado en los 
ensayos clínicos. Enfermedades cerebrales de gran prevalencia en la clínica como son la 
isquemia cerebral, la esclerosis múltiple, el Parkinson o la enfermedad de Alzheimer (EA) 
tienen un componente neuroinflamatorio. Por lo tanto, un mayor entendimiento de las células y 
los procesos implicados tienen gran relevancia en biomedicina.  
1. Células del Sistema Nervioso Central 
El Sistema Nervioso Central (SNC), está formado por dos tipos de células: la Neurona y 
la Neuroglía. Las neuronas (del griego νεῦρον neûron, “cuerda”) son un tipo de células del 
sistema nervioso cuya principal función es la excitabilidad eléctrica de su membrana 
plasmática, están especializadas en la recepción de estímulos y la conducción del impulso 
nervioso. La Neuroglía, células gliales o simplemente glía (del griego, λοία, “pegamento”), 
constituyen un grupo de células no neuronales muy heterogéneo que mantienen la 
homeostasis, producen mielina y proporcionan soporte y protección a las neuronas en el 
sistema nervioso central  y periférico (SNP) (Jessen y Mirsky, 1980). Usando técnicas de 
impregnación de metales de Golgi, Cajal identificó en 1913 tres elementos: neuronas (llamado 
como primer elemento), astrocitos (segundo elemento) y el tercer elemento (células con núcleo 
pequeño y redondeado). En 1919, Río-Hortega usó por primera vez el término “microglía” para 
referirse a este tercer elemento, el cual sugería que se podría trasformar por sí misma en 
células fagocíticas migratorias (Río-Hortega, 1921), revisado en (Ransohoff y Cardona, 2010). 
El número de células de glía versus neuronas es un tema de debate, muchos artículos 
originales sugieren la existencia de 100 billones de neuronas y 10 veces más de células gliales 
(Allen y Barres, 2009; Doetsch, 2003; Kandel et al., 2000; Nishiyama et al., 2005; Noctor et al., 
2007; Ullian et al., 2001). Sin embargo, estos datos están siendo actualmente revisados y 
Suzana Herculano-Houzel et al muestran que este porcentaje varía tanto con la especie a 
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Hasta fechas muy recientes, las neuronas eran consideradas las unidades funcionales 
básicas del SNC, mientras que la glía sólo tenía un papel de soporte. Este concepto está 
cambiando rápidamente. Durante las dos última décadas se han descrito un gran número de 
funciones de la glía en la fisiología, patología y organización del desarrollo funcional del 
cerebro (Allen y Barres, 2009; Barres, 2008).  
2. Clasificación de la neuroglía 
Aunque no hay un término unificado para neuroglía, muchas definiciones existentes 
enfatizan el rol de soporte de estas células y algunas hacen referencia a sus procesos de 
ramificación y su delicada morfología. La mayoría de las definiciones tienen en común que 
considerar la glía como las células residentes del cerebro que no son neuronas eléctricamente 
excitables o células vasculares. Generalmente, la neuroglía en el SN de mamíferos está sub-
clasificada en glía del SNP y glía del SNC. La glía del SNP incluye: células de Schwann, 
células satélite gliales, células gliales envainadas olfativas y glía entérica. La glía del SNC 
generalmente se subdivide en células ependimarias, astrocitos, oligodendrocitos y microglía 
(Figura 1). Las células NG2, se consideran un progenitor glial residente tanto en la materia gris 
como en la blanca del SNC adulto, son precursores de oligodendrocitos y posiblemente 
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Figura 1.  Introducción.- Clasificación de la neuroglía en el SNC. La glía del SNC generalmente se subdivide en 
células ependimarias, células epiteliales de forma cilíndrica o cuboide que tapizan los ventrículos y el conducto 
central de la médula espinal, encargadas de la formación y la distribución del líquido cefalorraquídeo; los astrocitos, 
células ramificadas de diversos tipos con funciones de homeostasis y apoyo metabólico a las neuronas; los 
oligodendrocitos, son los encargados de la mielinización de fibras y las microglía, encargados de coordinar la 
respuesta inmune. También se incluyen en ese grupo a las células NG2, consideradas precursores de 
oligodendrocitos. 
Los astrocitos son las principales células que mantienen la homeostasis del cerebro. 
Su nombre hace alusión a su forma “estrellada” aunque en realidad presentan formas muy 
variadas. Tienen en común la presencia de filamentos intermedios que contienen la proteína 
fibrilar acídica de la glía (GFAP), utilizada como marcador de este tipo celular.  
Los oligodendrocitos son las células mielinizantes en el SNC y la glía NG2 actúa como 
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La microglía representa al sistema inmune innato del cerebro. Una célula de microglía 
es así tanto una célula glial del SNC como un fagocito mononuclear (macrófago), implicado en 
la repuesta inmune e inflamatoria (Verkhratsky y Butt, 2013) y será descrito en mayor detalle en 
la sección siguiente. 
3. Células mieloides del cerebro 
En el sistema nervioso central (SNC), las células mieloides del cerebro engloban 
distintos tipos de células: origen embrionario, la microglía, (Ginhoux et al., 2010) y las células 
mieloides de origen periférico que se forman en la médula ósea, y a continuación migran a los 
tejidos donde se diferencian en macrófagos y células dendríticas (Yona y Jung, 2010). 
Pertenecen a este último grupo los macrófagos de leptomeninges, perivasculares y de plexos 
coroideos, con importantes funciones en condiciones fisiológicas normales y procesos 
patológicos (Ginhoux et al., 2010; Prinz et al., 2017; Prinz y Priller, 2014; Prinz et al., 2011). El 
papel exacto de estas células en el proceso de envejecimiento normal y patológico no está 
completamente dilucidado y es el objetivo principal de este trabajo. Los macrófagos del SNC 
han sido caracterizados y clasificados, principalmente, de acuerdo a su localización, morfología 
y expresión de marcadores de superficie y respuesta in vitro.  
3.1. La microglía 
El parénquima cerebral (BP del inglés brain parenchyma), se considera el tejido cerebral 
propiamente dicho en el que se excluyen los espacios de fluido cerebroespinal, vasos 
sanguíneos y envueltas meníngeas.  
En el cerebro en homeostasis, la célula mieloide más abundante en el BP es la 
microglía. Se estima que la microglía constituye alrededor del 5-20% del total de la población 
glial en el SNC (Gomez-Nicola y Perry, 2015; Kierdorf y Prinz, 2013; Norden y Godbout, 2013; 
Vinet et al., 2012). Constituye la primera línea de defensa del SNC (Simard y Rivest, 2007) y 
responde rápidamente a cualquier tipo de daño, actuando como centinelas del SNC y 
coordinando la respuesta innata y adaptativa. En el cerebro sano, la microglía presentan un 
pequeño soma con extensas ramificaciones radiales que monitoriza activamente el 
microambiente (Nimmerjahn et al., 2005). Estás células se distribuyen a lo largo de todo el 
cerebro, en estrecha proximidad unas de otras pero sin que exista solapamiento con los 
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cerebro, la densidad y morfología de las misma es específica de cada región y son más 
abundantes en la materia gris que en la materia blanca (Lawson et al., 1990). 
Durante el desarrollo embrionario, todas las células gliales excepto la microglía se 
originan de la capa ectodérmica del embrión temprano, una de las tres capas germinales 
primarias. Por el contrario, la microglía tiene un origen mesodérmico y se genera en el saco 
vitelino durante la embriogénesis en el día embrionario 7.5 (E7.5) en el ratón, cuando las 
células madre hematopoyéticas en el saco vitelino se convierten en macrófagos primitivos y 
luego migran al SNC en desarrollo para convertirse en microglía (Aguzzi et al., 2013; Casano y 
Peri, 2015; Ginhoux y Prinz, 2015). A diferencia de otros macrófagos derivados del saco 
vitelino, la microglía no se reemplaza durante el período posnatal y el desarrollo posterior por 
macrófagos derivados del hígado fetal o la médula ósea (Hoeffel et al., 2012). Por ello, la 
existencia de progenitores locales es foco de gran atención (Ajami et al., 2007).  
La microglía históricamente ha dominado el campo de la neuro-inmunología (Ransohoff 
y Cardona, 2010). Como célula inmune del cerebro, la microglía es la encargada de iniciar la 
respuesta inflamatoria, caracterizada por la liberación de citoquinas pro y antiinflamatorias. Por 
lo tanto, la microglía pertenece al linaje monocito-macrófago y, como tales, juegan papeles 
centrales para estudiar y regular el microambiente y permitir la homeostasis del tejido cerebral 
en condiciones normales y patológicas (Prinz y Priller, 2014). Sin embargo, la microglía no son 
sólo macrófagos cerebrales, como lo demuestran el análisis de las firmas génicas específicas 
de este tipo celular, sino que indican funciones ontogénicas únicas y diferenciales, que están 
totalmente adaptadas a su ambiente (Butovsky et al., 2012; Kierdorf y Prinz, 2013; Prinz y 
Priller, 2014; Schulz et al., 2012). Por lo tanto, a pesar de las semejanzas con otros macrófagos 
residentes de tejidos periféricos, hay dos propiedades remarcables de la microglía: el origen 
embrionario restringido y su longevidad (Ginhoux et al., 2010). Esta longevidad de las células 
de microglía las hace particularmente vulnerables a las agresiones ambientales y en particular 
al envejecimiento celular.  
En principio, la inflamación es una respuesta encargada de proteger al cerebro que 
tiene que estar finamente regulada; si la resolución de este proceso no es controlado 
eficientemente, puede resultar dañado el propio tejido. Por este motivo, el papel de la 
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3.2.  Otros macrófagos cerebrales 
Las células mieloides del SNC sano (Figura 2, Introducción) tienen marcadores de superficie, 
como Iba-1, F4/80, CD11b y el receptor de fractalkina CX3CR1, comunes a la microglía en la mayoría de 
los casos. Por lo tanto, una manera de distinguirlas está basada en su morfología y distintiva localización 
y su relación con las células vecinas en diferentes sitios anatómicos del cerebro. 
Figura 2. Introducción.- Heterogeneidad de células mieloides en el SNC. Las células mieloides del SNC 
representan una hetereogénea clase de células del sistema inmune innato, que contribuyen al mantenimiento y 
homeoestasis de los tejidos durante el desarrollo y la edad adulta. En condiciones normales, dentro del parénquima 
se localiza las células de microglía, (A), con procesos pequeños que vigilan activamente el espacio interneuronal en 
busca de posibles amenazas. Los macrófagos no parenquimales se encuentran en los límites externos del cerebro, 
como los macrófagos de plexos coroideos (B), perivasculares (C) y de meninges (D). Las células dendríticas derivan 
de la sangre (E) y se presentan en un bajo número en las mismas localizaciones que los macrófagos. Abreviaturas: 
H, hipocampo; LV, ventrículo lateral; CC, corteza cerebral; T, tálamo. 
 
Los macrófagos perivasculares se encuentran englobados, de interior a exterior, entre 
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Se encuentran en la proximidad de las células endoteliales de los vasos que irrigan el cerebro 
(Prinz y Priller, 2014).  
Los macrófagos de plexos coroideos, adyacentes a las células epiteliales o 
fibroblastos en esas estructuras; se encuentran exclusivamente en el estroma y capa epitelial 
de los plexos coroideos (Kim et al., 2009).  
Los macrófagos de las meninges, situados principalmente en la piamadre (subdural), 
muy próximos a células como fibroblastos ER-TR7+ que tapizan meninges y vasculatura 
meníngea (Prinz y Priller, 2014). La piamadre es la meninge más interna; entre piamadre y 
aracnoides se localiza el espacio subaracnoideo. Éste contiene una red filamentosa de hebras 
(trabéculas) de tejido conectivo y está atravesado por numerosas arterias y venas. También 
contienen líquido cefalorraquídeo (CSF), que es producido por los plexos coroideos dentro de 
los ventrículos cerebrales. La piamadre está separada del parénquima cerebral por la glía 
limitante, la capa más externa de tejido neural, la cual constituye una delgada barrera formada 
por los pies astrocitarios y está asociada con la lámina basal del parénquima que rodea el 
cerebro y médula espinal (Crossman y Neary, 2007). El aracnoides estructuralmente forma un 
continuo con la piamadre y juntas, estas membranas forman las leptomeninges (Decimo et al., 
2012). Las trabéculas subaracnoideas, las cuales están formadas por tejido conjuntivo que 
atraviesa el espacio aracnoideo, está adherido a la membrana interna del aracnoides y en 
íntimo contacto por una lámina de células leptomeníngeas (Weller, 2005). Los vasos 
sanguíneos dentro del espacio subaracnoideo están contenidos dentro de las trabéculas 
subaracnoideas. En el lugar donde las trabéculas llega a la piamadre, las capas celulares 
forma un continuo con la capa externa de la piamadre, la cual está tapizada por una capa de 
células leptomeníngeas (Dando et al., 2014).  
El papel y la caracterización fenotípica de las células mieloides en SNC, en situaciones 
fisiológicas y de enfermedad están por dilucidar. El aislamiento y diferenciación de estas células 
ha sido uno de los objetivos prioritarios de esta tesis.  
3.3 Células dendríticas cerebrales 
 La existencia de células dendríticas en el cerebro (bDC) (Figura 3) se ha descrito 
anteriormente en las membranas meníngeas y los plexos coroideos (m/Ch) en ratas y ratones 
no lesionados (Matyszak y Perry, 1996; McMenamin, 1999; McMenamin et al., 2003), en el 





- 26 - 
 
et al., 2005; Serafini et al., 2000) y en la esclerosis múltiple (EM) en el cerebro humano 
(Prodinger et al., 2011). Los datos recientes, obtenidos mediante el uso de líneas transgénicas 
de ratón, confirman la existencia de bDC residentes en el cerebro de ratón sano. El marcador 
de superficie CD11c ha sido utilizado ampliamente como un marcador de célula dendrítica en 
general. El uso de ratones transgénicos CD11c-GFP (Jung et al., 2002; Prodinger et al., 2011) 
y CD11c-EYFP (Bulloch et al., 2008) que expresan proteínas fluorescentes en aquellas células 
que expresan CD11c, ha permitido la detección de estas células en el tejido cerebral. La 
correspondencia de estas células CD11c+ como células dendríticas propiamente dichas pasa 
por la co-localización con otros marcadores inmunológicos comúnmente asociados con células 
dendríticas (DCs) y/o microglía/macrófagos (D'Agostino et al., 2012)  (Axtell y Steinman, 2009).  
En la periferia, las DCs son las células presentadoras de antígeno (APC) que median la 
inmunidad de las células T y su tolerancia. La red de DCs es compleja y comprende varios 
subconjuntos de DCs; se ha demostrado que el desarrollo de DCs depende del ligando de 
tirosina quinasa 3 de tipo fms (Flt3L) (Heath y Carbone, 2009; Watowich y Liu, 2010). 
En el cerebro sano, se han descrito la existencia de al menos dos poblaciones de DCs. 
Por un lado, las células dendríticas del parénquima, que llamaremos bDCs: estas células se 
describieron mediante el uso del ratón transgénico (CD11c/EYFPTg) que expresa la proteína 
fluorescente (EYFP) dirigida por el promotor del marcador de DC CD11c (Bulloch et al., 2008). 
Se ha demostrado que estas células habitan en el cerebro sano y se acumulan en las zonas 
dañadas en respuesta al daño por isquemia/reperfusión. El otro tipo de DCs descritas, se 
localizan en la zona de las meninges y el plexo coroideo (m/Ch DC) y proceden de progenitores 
pre-DC procedentes de la médula ósea. La población de DCs que se encuentra en la barrera 
m/Ch son dependientes de Flt3L y similares al subgrupo CD8α+ de DCs convencionales de 
bazo (Anandasabapathy et al., 2011). Actualmente, es necesario invertir más esfuerzos en la 
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 Figura 3. Introducción.- Diferenciación de células dendríticas y microglía. En la médula ósea, las células madre 
hematopoyéticas (HSCs) producen los MP (myeloid committed precursors) y LP (lymphoid committed precursors). 
Los MPs darán lugar a monocitos, macrófagos (MØ) y precursores de células dendríticas (MDPs). Los MDPs darán 
lugar a los monocitos, algunas poblaciones de macrófagos y a progenitores comunes de células dendríticas (CDPs). 
Dos subconjuntos de monocitos, Ly-6C+ y Ly-6C–, abandonan la médula ósea para entra en la sangre. Las CDPs dan 
lugar a los precursores de células dendríticas clásicas (pre-cDCs) y a las células dendríticas plasmacitoides (pDCs). 
Las células pre-cDC circulan por sangre y entran al tejido linfoide, donde dan lugar a las cDCs CD8α+ y CD8α-, y en 
tejidos no linfoides, donde dan lugar a las DC CD103+ de lámina propia (lpDC). Bajo condiciones homeostáticas, 
los monocitos Ly-6C- pueden diferenciarse a macrófagos alveolares (MΦ) y los monocitos Ly-6C+ diferenciarse en 
lpDCs CX3CR1+ en tejidos no linfoides. Durante un evento inflamatorio, los monocitos Ly-6C+ dan lugar a DCs 
derivados de monocitos, como pueden ser las células dendríticas productoras de TNF (Tumor necrosis factor o 
factor de necrosis tumoral) e iNOS (nitric oxide synthase) o TipDC, macrófagos inflamatorios y pueden contribuir a 
formar las células supresoras derivadas de mieloides (MDSC) asociadas a tumores. También se sospecha que 
contribuyan a originar microglía y células de Langerhans en condiciones experimentales concretas (flechas grises). 
Tanto microglía (las únicas células hematopoyéticas encontradas en el parénquima del SNC) como células de 
Langerhans pueden renovarse independientemente de médula ósea. Las HSCs pueden también abandonar el nicho 
de médula ósea (flechas grises) y entrar en tejidos periféricos, donde se diferencian a células mieloides en 
condiciones de inflamación. Lo que sigue sin estar claro es si las LP contribuyen significativamente a dar lugar a las 
PDC y cDCs (flechas rojas).  El desarrollo de las DC es dependiente del ligando de Flt3 (Flt3L), que actúa 
primariamente en las DCs y sus progenitores que expresan receptores Flt3/CD135, ambos en la médula ósea 
y en la periferia. En verde se señalan las citoquinas (ligandos) y receptores requeridos para cada población 
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4. Sistema nervioso: ¿un órgano inmunoprivilegiado? 
El concepto de “inmunoprivilegiado” quizás se encuentre entre los términos más 
frecuentemente malinterpretados. Numerosos trabajos hacen referencia al cerebro como un 
órgano inmune privilegiado que no permite la entrada de leucocitos (Greter et al., 2015). Esto 
ignora, no solo el origen del término “inmunoprivilegiado”, definido por Billingham y Boswell 
(1953), como la tolerancia relativa a trasplantes, pero también por el hecho de que la BHE 
(barrera hematoencefálica) fue originalmente descrita como un obstáculo para las moléculas 
hidrofílicas a nivel de capilares, no para leucocitos, los cuales, de acuerdo con el conocimiento 
actual, se sabe que abandonan el torrente circulatorio a nivel de vénulas post-capilares 
(Bechmann et al., 2007; Galea et al., 2006). Como hemos descrito anteriormente, las células 
mieloides cerebrales comprenden células de microglía, macrófagos perivasculares, meníngeos 
y de plexos coroideos, además de monocitos derivados de la periferia y células dendríticas 
cerebrales. Por lo tanto, el estado inmunológico privilegiado del cerebro ha recibido atención 
renovada en los últimos años (Galea et al., 2006) y hoy en día se cree que las células inmunes 
contribuyen a la fisiología del cerebro sano y a sus diferentes patologías.  
Un foco de interés es el tráfico de leucocitos y monocitos a través de la barrera del 
plexo meníngeo y coroideo (m/Ch) para patrullar el cerebro sano y/o contribuir a la reparación 
después de la lesión estéril o no estéril del SNC, (Ajami et al., 2007; Ransohoff y Cardona, 
2010; Shechter et al., 2013). En la entrada de leucocitos, existen dos pasos diferencialmente 
regulados y necesarios para llegar al parénquima propiamente dicho (Bechmann et al., 2007; 
Engelhardt y Coisne, 2011; Owens et al., 2008): los leucocitos, una vez pasada la barrera 
vascular y la membrana basal vascular, no entran primeramente en el parénquima, sino que se 
mantienen en los espacios perivasculares, que están separados del neuropilo por una 
membrana basal adicional y los pies astrocitarios y microglía que forman la glía limitante 
(Bechmann et al., 2001b; Lassmann et al., 1991; Prodinger et al., 2011). Para atravesar esta 
membrana y los pies astrocitarios, requiere la inducción de enzimas denominadas 
metaloproteasas de matriz 2 y 9 (MMP2 y MMP9, respectivamente), las cuales específicamente 
fragmentan la conexión entre pies astrocitarios y membrana basal (Agrawal et al., 2006; Sixt et 
al., 2001; Toft-Hansen et al., 2006). Se ha demostrado el recambio fisiológico de macrófagos 
perivasculares procedentes de la médula ósea (Bechmann et al., 2001b; Bechmann et al., 
2001a). La progresión de monocitos derivados de la sangre a través de la glía limitante es 
dependiente de señales celulares adicionales como la liberación de ligando de citoquina 2 (C-C 
motif chemokine ligand 2 o CCL2). Así, los macrófagos perivasculares parecen tener una 
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barrera de capilar endotelial para solutos y no una barrera estricta para células inmunes. Por 
tanto, el término “unidad neurovascular” (NVU) (Zlokovic, 2008) se ha introducido en el campo, 
referido a las células y barreras estructurales más allá del endotelio, incluyendo pericitos, 
membranas basales vasculares, parenquimales y la glía limitante (Muldoon et al., 2013) 
5. La respuesta inflamatoria estéril 
La inflamación es un proceso fisiológico que puede ser desencadenado por una 
variedad de estímulos incluyendo patógenos, tales como bacterias, hongos, parásitos y virus 
(Nayak et al., 2014). Sin embargo, los patógenos entran muy raramente en el parénquima 
cerebral gracias a la existencia de la BHE, una membrana semipermeable altamente selectiva 
formada por células endoteliales y pies astrocitarios, que separa la sangre circulante del 
parénquima cerebral. Por lo tanto, la inflamación es más comúnmente inducida por otros 
factores desencadenantes como lesión cerebral, proteínas asociadas a la enfermedad, toxinas 
ambientales y muerte no controlada (Block y Hong, 2005). En el cerebro, la muerte celular a 
consecuencia de un daño crea un ambiente proinflamatorio que inicialmente no incluye una 
inflamación relacionada con patógenos. Este tipo de respuesta inflamatoria se conoce como 
inflamación estéril (Chen y Nunez, 2010). Numerosos estudios han correlacionado la existencia 
de neuroinflamación con distintos procesos neurodegenerativos en los que la edad y por lo 
tanto el envejecimiento, es el factor de riesgo más importante (Klegeris et al., 2007; Wilms et 
al., 2007). La existencia de distintos tipos de células mieloides en el cerebro, y en especial de 
bDCs, nos hizo estudiar la existencia y su papel en el cerebro de ratones adultos. 
Como hemos mencionado anteriormente, las DCs son consideradas APC profesionales. 
Aunque forman parte de la inmunidad innata, son capaces de fagocitar patógenos y su función 
principal es la de procesar material antigénico, devolverlo a su superficie y presentarlo a las 
células especializadas del sistema inmunitario adaptativo. 
Las DCs procesan antígenos procedentes de patógenos (Pathogen-associated 
molecular patterns (PAMPs), o de missing-self (Damage associated molecular pattern 
molecules (DAMPs)) que son reconocidos a través de receptores especializados que incluyen 
los receptores de tipo Toll (Toll-like), scavenger, manosa y de lectina tipo C (Figura 4). 
 La mayoría de los receptores fagocíticos que se expresan en macrófagos periféricos 
han sido descritos también en microglía: receptores Fc, de complemento, miembros de las 
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células dendríticas en respuesta al daño, nuestra hipótesis ha sido la de estudiar qué miembros 
específicos de la familia de receptores C-Type lectin receptor (receptortes de lectina tipo C) 
están presentes en el cerebro y que a su vez, puedan estar implicados en las respuesta 
inmune en enfermedades neurodegenerativas. 
 Figura 4. Introducción.- Estructura esquemática de los receptores de macrófagos. Los macrófagos expresan 
una amplia variedad de receptores, los cuales median el reconocimiento de moléculas propias y ajenas al organismo. 
Estos receptores fagocíticos de superficie incluyen receptores no opsónicos (como los receptores C-type lectins o 
receptores scavenger), así como receptores opsónicos (receptores de complemento y receptores Fc). Los receptores 
Toll-like o de tipo Toll (TLRs) son expresados en algunos casos en la superficie (como TLR4), mientras que otros 
son vacuolares (como TLR9). Los receptores también se encuentran en el citoplasma y estos incluyen los receptores 
NOD-like (NLRs), los receptores RIG-like (RLRs) y sensores de ADN (como AIM2). Los receptores no opnónicos 
tienen un rol potencial en enfermedades de tipo autoinmune; los receptores de Fc y del complemento son 
heterogéneos en estructura y expresión, y su función es desde activar a la de inhibir la respuesta de macrófagos, 
dependiendo del receptor o el ligando. Los macrófagos expresan además un grupo de receptores que reconocen 
fragmentos de moléculas del complemento como CR3, el cual tiene un papel en la eliminación de células 
apoptóticas. Los receptores Fc pertenecen a la superfamilia de las inmunoglobulinas y tienen inmunoreceptores con 
activación basados en la tirosina o motivos inhibidores (ITAMs e ITIMs), el cual interactúa con otras moléculas de 
membrana y quinasas de citoplasma para regular las complejas vías de señalización. Abreviaturas: AIM2, ausente en 
melanoma 2; CARD, dominio de activación y reclutamiento de caspasa; CR3, receptor del complemento 3; FcγR, 
receptor Fc gamma; ITAM/ITIM; motivo de activación/inhibición de inmunoreceptores basados en la tirosina; 
MARCO, receptor de macrófagos con estructura de colágeno; PYD, dominio de pirina; SR-A, receptor scavenger A; 
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En el cerebro dañado, se ha descrito la acumulación de DCs como parte de la 
respuesta inmune a lesiones neuroinflamatorias como son la isquemia cerebral y la 
neurodegeneración (Gelderblom et al., 2009; Kostulas et al., 2002). Muchas preguntas 
permanecen abiertas en el campo: ¿Cómo son activadas las células dendríticas y la microglía 
en una situación de inflamación estéril? ¿Cuáles son estos cambios y su implicación en el 
desarrollo de la neuroinflamación? ¿Hay cambios en el fenotipo de estas células con el propio 
proceso de envejecimiento? 
 En esta tesis nos hemos centrado en una familia de receptores como son los C-type 
Lectin receptor (CTLR). CTLR es una superfamilia de proteínas que contienen al menos un 
dominio lectina tipo C (CTLD) y que han sido a su vez clasificados en subgrupos dependiendo 
de la distribución de sus CTLDs, revisado en (Kerrigan y Brown, 2011). CLEC9A es un 
miembro de la familia V de CTLR, que está localizado dentro del clúster de Dectina: Dectin 
cluster. Este receptor también es conocido con el nombre de DNGR-1 (CLEC9A), es un 
receptor de lectina de tipo C que marca específicamente un subconjunto funcional de DC 
definido por la dependencia de BATF-3, IRF-8 e Id2. Los DCs diferenciadas que expresan 
DNGR-1 incluyen CD8α + cDC (classical DC) en los tejidos inmunes y CD103+ DC en tejidos 
periféricos (Huysamen et al., 2008; Iborra et al., 2012; Poulin et al., 2013; Sancho et al., 2008; 
Schraml et al., 2013). Ver Figura 2, Resultados. DNGR-1 participa en el reconocimiento de los 
antígenos de células muertas (Sancho, Joffre, et al., 2009), y las DC DNGR-1+ podrían 
desempeñar un papel en la presentación de antígeno a las células T CD4+ y la presentación 
cruzada a las células T CD8+. Aunque la expresión de ARNm de Dngr-1/Clec9a en tejidos 
humanos y de ratón totales ha sido descrita, es muy notable la alta expresión de este ARNm en 
tejidos como cerebro, timo y bazo humano (Huysamen et al., 2008; Sancho et al., 2008). El 
análisis de la existencia de expresión de este marcador en cerebro de ratón, la localización y la 
identificación de las células que expresan este receptor ha sido uno de los objetivos de esta 
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Papel de las células mieloides cerebrales en el envejecimiento 
1. Envejecimiento fisiológico 
El envejecimiento es un proceso complejo de cambios acumulativos. Un punto clave es 
el progresivo declive en las funciones fisiológicas y capacidades conductuales, las cuales son 
observadas a varios niveles del organismo y en particular a nivel del sistema nervioso central 
(SNC) (Glenn et al., 2004; Lipsitz, 2002; Lipsitz y Goldberger, 1992; Smith et al., 2005). Durante 
el envejecimiento, el SNC sufre numerosos cambios estructurales y funcionales de gran 
complejidad: la masa cerebral decrece del orden del 2 al 3% por década después de los 50 
(Drachman, 2006). Las imágenes de resonancias magnéticas (MRI) y de morfometría basada 
en vóxel (Voxel-Based Morphometry o VBM) muestran que la edad especialmente afecta al 
volumen de materia blanca y gris en áreas prefrontales, parietales y temporales (Ge et al., 
2002; Salat et al., 2004; Sowell et al., 2003). A nivel celular, el acortamiento de telómeros y la 
inhibición de genes supresores de tumores, así como la acumulación de daño neuronal, estrés 
oxidativo e inflamación crónica leve son característicos de las células envejecidas. Varios 
tejidos, incluyendo al cerebro, muestran un desequilibrio entre los niveles de citoquinas pro y 
antiinflamatorias (Droge y Schipper, 2007; Vijg y Campisi, 2008). 
2. Papel de la inflamación en el envejecimiento del cerebro 
La asociación de inflamación y envejecimiento es un concepto ampliamente aceptado y 
los marcadores de inflamación se conocen como potenciales predictores del inicio de demencia 
asociados a edad (Ravaglia et al., 2007). Es interesante señalar que muchos de los 
polimorfismos asociados a longevidad en humanos están relacionados con inflamación y la 
respuesta inmune como son interleuquina 6 (IL-6), TNF-α, IFNγ, IL-1β, TGFβ y proteína C 
reactiva (CRP). Así, individuos que presentan bajos niveles de citoquinas proinflamatorias, como 
IL-6, o altos niveles de citoquinas antiinflamatorias, como interleuquina 10 (IL-10), han sido 
asociados con longevidad, de modo que una descompensación de los mismos es un factor de 
riesgo para enfermedad asociadas a la edad (Jylhava et al., 2011). 
Los cambios inducidos por un microambiente envejecido, como el aumento de la 
inflamación sistémica, el aumento de la permeabilidad de la BHE, y la degeneración neuronal y 
de otras células cerebrales, pueden contribuir a la producción de especies reactivas de oxígeno 
(ROS). Se ha propuesto que la permeabilidad de la BHE aumenta en animales envejecidos 
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las ROS generadas en mitocondrias. Un aumento asociado a edad es el aumento del número 
de células CD11b+CD45high (marcadores compatibles con infiltración de monocitos) y se ha 
descrito en el cerebro de animales envejecidos (Blau et al., 2012). Del mismo modo, los niveles 
de expresión de moléculas quimiotácticas como IP10 (Interferon gamma-induced protein 10) y 
proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1/CCL2), están aumentadas en la región 
hipocampal (Blau et al., 2012). 
La inflamación crónica también está asociada a un riesgo incrementado de declive 
cognitivo relacionado con la edad en varias especies, incluyendo roedores (Gemma et al., 
2005) y humanos (Dik et al., 2005); en procesos de aprendizaje (Hein et al., 2010) y formación 
de memoria y consolidación (Frank et al., 2010). Se sabe que las citoquinas actúan 
directamente en las neuronas y afecta a sus funciones como excitabilidad y expresión génica 
(Lisak et al., 2011). Particularmente, las citoquinas proinflamatorias disminuyen la expresión de 
genes de neuronas relacionados con aprendizaje y memoria (Godbout et al., 2005). Sin 
embargo, la relación mejor documentada de citoquinas y deterioro cognitivo es con la IL-1β. La 
expresión aumentada de IL-1β en el hipocampo afecta a la memoria contextual y espacial en 
ratones (Hein et al., 2010), así como la potenciación a largo plazo (Murray y Lynch, 1998). 
Además, se ha demostrado su papel mediador en la disfunción cognitiva inducida por 
lipopolisacárido (LPS) y estrés crónico en animales (Terrando et al., 2010). Los ratones 
transgénicos a los que les falta la expresión de caspasa-1 (implicada en el pre-procesamiento 
de IL-1β, una citoquina proinflamatoria) no sufren la pérdida de memoria contextual con el 
envejecimiento (Gemma et al., 2005). 
3. La microglía en el envejecimiento 
Existen dos tipos principales de cambios asociados a envejecimiento de la microglía: 
cambios morfológicos y cambios funcionales en respuesta ante cualquier estímulo, ya sea 
endógeno o exógeno (Aguzzi et al., 2013; Conde y Streit, 2006; Kettenmann et al., 2013; Streit, 
2006; von Bernhardi et al., 2010). 
3.1. Cambios morfológicos y en densidad de la microglía asociados a 
envejecimiento  
Numerosos estudios registran cambios de la microglía con le edad. Muchos de esos 
cambios son también observados en condiciones de enfermedades neurodegenerativas como 
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la aparición de neurodegeneración está actualmente abierto a debate. Lo que sí se sabe es de 
la existencia de cambios a tres niveles: cambios morfológicos, en densidad celular y cambios 
funcionales.  
 En general, los cambios morfológicos observados en la microglía están 
caracterizados por una inicial retracción y reducción de procesos, muchas veces hipertróficos, y 
la presencia de áreas de arborización menores (Baron et al., 2014). La microglía en el adulto 
sano joven, adopta una morfología característica en parénquima definido como resting 
(inactivada, quiescente o reposo) y desarrolla la típica morfología ramificada con muchos 
procesos finos. Está distribuida uniformemente a través del parénquima cerebral a modo de 
mosaico, sin solapar procesos entre ellas como se ha descrito anteriormente. Ante un daño o 
lesión (por ejemplo, lesión mecánica), la microglía cambia de morfología de forma dramática, 
engrosándose el citoplasma y acortándose los procesos. Sin embargo, este tipo de cambios 
tan claros en lesión aguda son mucho más sutiles en el envejecimiento. Con la edad, el orden y 
la regularidad de la distribución en mosaico de la microglía en el SNC también empiezan a 
deteriorarse. La microglía en la corteza de ratón envejecido está distribuida menos 
uniformemente que en la corteza de jóvenes; las células vecinas ocasionalmente tienen somas 
que están muy cercanos o incluso yuxtapuestas, en lugar de estar espaciados y claramente 
separados (Tremblay et al., 2012). Los cambios asociados a la edad en la morfología de la 
microglía están poco caracterizados, a pesar de estudios en humanos ancianos en los que se 
ha caracterizado la existencia de una microglía “distrófica”, considerada así por algunos 
autores (Streit et al., 2009; Streit et al., 2004). Esta microglía de morfología irregular presenta 
anormalidades citoplasmáticas tales como procesos desramificados, fragmentados o tortuosos, 
así como bultos esferoides protuberantes. Mientras estos cambios estructurales no han sido 
vistos en roedores de forma tan llamativa, si se ha descrito que la arborización de la microglía 
de ratón envejecido está significativamente reducida en tamaño y complejidad (Damani et al., 
2011; Streit et al., 2004; Tremblay et al., 2012).    
En envejecimiento normal (Barreto et al., 2014; von Bernhardi et al., 2015) como en la 
EA (McGeer et al., 1987; Streit et al., 2009) la microglía adopta una forma típica, considerada 
como reactiva por la presencia de procesos cortos, gruesos y pobremente ramificados. Sin 
embargo, en un estudio en EA (Streit et al., 2004; Streit et al 2009), describen la existencia de 
estructuras neuronales positivas para tau que co-localizan invariablemente con microglía 
severamente distrófica (fragmentada); más que activada, la distrofia presente en la microglía 
precedía antes  de la expansión de la tau. Los depósitos de proteína beta amiloide (Aβ) 
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no activada ramificada, sugiriendo que Aβ no disparó la activación microglial. En otros estudios 
posteriores (otros autores en envejecimiento normal (Rodriguez-Callejas et al., 2016) o 
modelos in vitro (Luo y Chen, 2012) se llega a conclusiones similares. 
Esto parece contradecir a las primeras observaciones registrando microglía activada o 
reactiva asociadas a las lesiones (McGeer et al., 1987; Ohgami et al., 1991; Rogers et al., 
1988; Sasaki et al., 1997; Sheng et al., 1997). Una de las posibilidades puede ser que, en los 
primeros estudios, la microglía distrófica no estaba reconocida como tal y se interpretaba como 
activada, probablemente añadido a que los primeros anticuerpos usados producían una 
incompleta visualización de las células microgliales. Otra posibilidad puede estar relacionada 
con la estructura dinámica de las placas de Aβ; como estos depósito evolucionan y 
experimentan cambios bioquímicos que podría ser un punto donde la microglía sí se vuelva 
activada y entonces progrese para volverse distrófica, concurrente con el inicio de la patología 
de tau. Incluso una tercera posibilidad plantea la presencia de infecciones sistémicas que 
puedan haber influenciado previo a la valoración de activación de microglía y neuroinflamación 
en el cerebro de los EA. Los ancianos y algunos pacientes con demencia tienen comorbilidad 
con infecciones sistémicas (como la neumonía) y ha sido demostrado que las enfermedades 
infecciosas fuera del SNC pueden profundamente influenciar la activación de la microglía 
(Figura 5).  La progresiva degeneración de la microglía relacionado con la edad y la pérdida de 
neuroprotección de la microglía, más que la inducción de activación microglial, contribuye al 
inicio de los casos de EA esporádicos, ligados indiscutiblemente al envejecimiento según este 
modelo (Streit et al., 2009). 
Sólo un número muy limitado de estudios se han centrado en evaluar la distribución y 
número de la microglía en el cerebro usando técnicas estereológicas. Los resultados son 
controvertidos pero hay un consenso general de la existencia de una mayor densidad celular 
con la edad en varios compartimentos del SNC. Usando como marcador de microglía Iba-1 
(ionized calcium-binding adapter molecule 1), se detecta un aumento en áreas como 
hipocampo (Adachi et al., 2010; VanGuilder et al., 2011) y corteza visual (Tremblay et al., 
2012). Usando Isolectina-B4 como marcador, se llega a las mismas conclusiones en 
hipocampo (Hayakawa et al., 2007) pero, sin embargo con Mac-1 (CD11b), no se ven 
diferencias asociadas a edad en hipocampo (Long et al., 1998) o sólo se vieron diferencias en 
hembras (Mouton et al., 2002). El significado de este ligero aumento no parece del todo claro; 
una hipótesis aboga por un papel compensatorio, con el objetivo de mantener el nivel necesario 
de protección en conjunto, a medida que declina la capacidad funcional individual de la célula 
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de una historia acumulativa de estímulos inflamatorios ambientales, como lesiones e 
infecciones, que habrían desencadenado episodios de proliferación microglial puntual que no 
fueron totalmente resueltos a nivel basal (Ajami et al., 2007). El mecanismo subyacente de esta 
diferencia no ha sido examinado en profundidad pero, indirectamente, parece indicar una 
pérdida del control regulatorio de la microglía envejecida. Este incremento puede contribuir una 
baja tasa de proliferación basal (Ajami et al., 2007; Lawson et al., 1992) o de otro modo, un 
lento incremento en el reclutamiento de monocitos o macrófagos de la periferia.  
Otra de las características morfológicas de la microglía en cerebro envejecido es la 
acumulación de grandes cantidades de gránulos autofluorescentes de lipofuscina (Sierra et al., 
2007; Tremblay et al., 2012), que aparecen en estudios de ultraestructura como inclusiones 
lisosomales (Peinado et al., 1998; Tremblay et al., 2012).  
3.2. Cambios funcionales de la microglía asociados a envejecimiento 
Además de cambios en su anatomía, la microglía muestra cambios en su estado basal 
de activación. Si la microglía en los cerebros envejecidos es más o menos activa es un tema 
controvertido y depende de los marcadores de activación evaluados.  
Tanto en humanos como en roedores adultos y sanos, la microglía expresa un fenotipo 
que se ha denominado de baja actividad o down regulated (Perry y Teeling, 2013). Se 
caracteriza por una baja expresión de marcadores relevantes en condiciones de activación 
como: CD68, implicado en procesos de fagocitosis; CD45, MHC II, FcγRs y DEC-205, 
importantes en la presentación de antígeno; CD11b y CD11c, moléculas de adhesión 
importantes en la migración celular y fagocitosis; F4/80, que contribuye a la inducción de la 
tolerancia periférica en células T reguladoras; Dectin-1, un receptor de patrones de 
reconocimiento no TLR expresado durante la activación no alternativa de macrófagos (Aloisi, 
2001; Hart et al., 2012; Norden y Godbout, 2013; Perry et al., 2007; Puntener et al., 2012). La 
expresión de muchos de estos marcadores, en general aumenta ante el daño o lesión cerebral 
(Conde y Streit, 2006; Perry et al., 1993). En roedores, hay un aumento de células CD68+ tanto 
en la sustancia blanca como en la gris y se ha descrito la aparición de agregados MHC II 
positivos con la edad (Perry et al., 1993; VanGuilder et al., 2011).  
Para describir el estado de activación de la microglía en los animales envejecidos, se ha 
utilizado el término de estado primed o de sensibilización aumentada. Este término indica el 
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prolongadas en el tiempo en respuesta a estímulos inflamatorios (Revisado en (Norden y 
Godbout, 2013)). Estudios basados en modelos animales de infección (Barrientos et al., 2009; 
Norden y Godbout, 2013; Sierra et al., 2007), derrame cerebral (Wasserman et al., 2008; 
Wasserman y Schlichter, 2008), estresores fisiológicos y cognitivos (Buchanan et al., 2008) y 
daño neurológico inducido por axotomía (Conde y Streit, 2006), las respuestas generadas en 
animales envejecidos tienden en general a ser mayores y más prolongadas que los animales 
adultos, culminando más en procesos de neurodegeneración y en muchos casos parecen 
causalmente relacionados con déficits neurológicos. En estudios relacionados con infección 
sistémica con E. coli y LPS, la inhibición de IL-1β bloqueaba la repuesta inflamatoria y ésta se 
corresponde con menores déficits cognitivos (Barrientos et al., 2012; Frank et al., 2010). 
Consistente con estos marcadores de activación incrementada, la microglía envejecida expresa 
niveles incrementados de citoquinas inflamatorias (como IL-1β, TNF-α, IL-6) in situ (Sheng et 
al., 1998), en aislados ex vivo (Kohman et al., 2013; Njie et al., 2012; Sierra et al., 2007), o in 
vitro (Ye y Johnson, 1999). Estos cambios se han venido asociando con una susceptibilidad 
incrementada en modelos de infección sistémica con lipopolisacárido (LPS), con producción 
aumentada de citoquinas y respuestas a conductuales alteradas (Barrientos et al., 2006; Chen 
et al., 2008; Henry et al., 2009). La respuesta inflamatoria aumentada se piensa que podría 
suprimir la señalización de factores de crecimiento, particularmente BDNF o factor neurotrófico 
derivado del cerebro (Barrientos et al., 2004) asociado con alteraciones cognitivas. 
El consenso más general sobre la microglía en sujetos seniles es que existen cambios 
fenotípicos compatibles con el aumento de su estado de activación. La activación glial lleva a la 
neuroinflamación, la cual es cada vez más aceptada como parte de la patogénesis de muchas 
enfermedades neurodegenerativas como la EA.  
Sin embargo, otros autores han propuesto que la neurodegeneración puede ser 
causada por un mal funcionamiento de la principal célula implicada en la inmunidad innata del 
cerebro: la microglía (Figura 5). Esta teoría explica el envejecimiento basándose en la 
senescencia asociada a la microglía. La microglía experimenta bajos niveles de replicación 
bajo condiciones normales (Lawson et al., 1992) y puede proliferar rápidamente ante 
perturbaciones (Ajami et al., 2007). Sin embargo, varios estudios sugieren que el aumento de la 
capacidad proliferativa de la microglía no se pierde con la edad y de he hecho, se puede ver 
aumentada bajo ciertas condiciones comparada con cerebros jóvenes (Huang et al., 2009). En 
general, la cantidad de células senescentes aumentan con la edad y se asume que la 
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Figura 5. Introducción.- Cambios conductuales en el envejecimiento relacionados con el sistema inmune. Bajo 
condiciones normales, la microglía interpreta y propaga las señales inflamatorias que son iniciadas periféricamente o 
de forma central. La activación de la microglía incrementa la liberación de citoquinas y mensajeros secundarios, que 
dan lugar a repuestas fisiológicas pasajeras y conductuales beneficiosas para el hospedador (panel superior). Una 
consecuencia del aumento de microglía reactiva con la edad, es una repuesta hiperactiva a un estímulo inflamatorio 
con una producción amplificada y prolongada de citoquinas. En varios modelos de envejecimiento, una repuesta 
exagerada de citoquinas está asociada con el desarrollo de complicaciones cognitivas, de conducta y fisiológicas que 
se interpretan como maladaptativas para el organismo huésped (Norden y Godbout, 2013), como se muestra en el 
panel inferior. Se sabe que las citoquinas actúan directamente en las neuronas y afecta a las funciones de 
excitabilidad y expresión génica (Lisak et al., 2011). Particularmente, las citoquinas proinflamatorias disminuyen la 
expresión de genes de neuronas relacionados con aprendizaje y memoria (Godbout et al., 2005). Una vez en el 
cerebro, la respuesta inflamatoria puede afectar a las vías metabólicas y moleculares, influenciando los sistemas de 
neurotransmisores que en última instancia afecta a los circuitos neuronales que regulan la conducta, especialmente 
conductas relevantes a  alteraciones de los ritmos circadianos del sueño,  que disminuyen la motivación (anhedonia), 
conducta de evitación y de  alarma (ansiedad), las cuales caracterizan varias afecciones neuropsiquiátricas 
incluyendo depresión; para más información: (Bryant et al., 2004; Dantzer et al., 2008). 
 El papel de la senescencia de las células microgliales propiamente dichas no está 
completamente dilucidado. Por tanto, es posible que la senescencia sea una respuesta 
compensatoria beneficiosa que contribuye a liberar los tejidos de células dañadas; este punto 
de control celular, sin embargo, requiere un eficiente sistema de eliminación celular que implica 
la retirada de las células senescentes y la movilización de progenitores para reestablecer el 
número de células. En organismos envejecidos, este sistema de recambio puede volverse 
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acumulación de células senescentes que pueden agravar el daño y contribuir al 
envejecimiento. Las células senescentes son típicamente objeto de una estricta vigilancia y 
control inmune y son eliminadas por fagocitosis. Siendo ellas mismas los fagocitos del cerebro, 
no está claro qué mecanismo hay subyacente, si es que lo hay en la limpieza de las propia 
microglía. El hecho de que estas células parecen acumularse a una tasa mayor de la que son 
retiradas, sugiere que una población heterogénea de microglía podría ocupar la población del 
cerebro envejecido (Lopez-Otin et al., 2013). 
4. Células inmunes en el cerebro envejecido 
Como se ha mencionado anteriormente, las alteraciones de la integridad y 
permeabilidad de la BHE han sido descritas en el envejecimiento normal (Lee et al., 2012). 
También, las proteínas de unión estrecha como ocludina y claudina-5 aumentan en el SNC 
envejecido (Lee et al., 2012). De forma similar, alteraciones patológicas de la microvasculatura 
cerebral se ha observado en humanos envejecidos (Farrall y Wardlaw, 2009). Así mismo, se ha 
descrito una mayor entrada de leucocitos debido a la activación de la migración facilitada por el 
aumento de moléculas de adhesión (integrinas ICAM1) y receptores de quimioquinas atrayente 
de monocitos (MCP1/CCL2) o proteína inflamatoria de macrófagos 1 (MIP1α) (Aloisi et al., 
2000). Durante el envejecimiento, en el cerebro, la expresión de estas quimioquinas está 
aumentada. En paralelo, como hemos mencionado anteriormente, las células dendríticas tienen 
un papel principal como APCs y como coordinadoras de la respuesta inmune adaptativa. En el 
cerebro normal, se han encontrado en meninges y plexos coroideos pero no en parénquima en 
sujetos sanos (Bechmann et al., 2007). Se ha observado una acumulación de células CD11c+ 
dependiente de la edad (Stichel y Luebbert, 2007). Además, estudios recientes también 
sugieren que la infiltración de monocitos puede originarse de una población de monocitos 
CD11c+ cuando la señalización de TGFβ está comprometida. La mayoría de las células de la 
periferia que se infiltran en el BP lo hacen para los Aβ en un modelo animal de EA (Town et al., 
2008). Al teñir con el marcador de células T (CD3) se identificaron, de hecho, células T en el 
parénquima cerebral de ratones envejecidos (Stichel y Luebbert, 2007). Sin embargo, no hay 
estudios concluyentes de células CD11c positivas o células T en sujetos humanos envejecidos, 
salvo unos pocos estudios empleando muestras de controles envejecidos sin señales de 
alteración o enfermedad neurológica, donde se ha constatado la presencia de células T (Togo 






- 40 - 
 
5. Modelos animales de envejecimiento: SAM P8 
En investigación básica, uno de los problemas básico es la existencia de modelos 
animales in vivo que simule de la forma más fidedigna posible los signos y síntomas que 
ocurren en el ser humano.  
Los ratones SAM P, ratones de senescencia aclererada (Senescence accelerated prone 
mouse), y su control SAM R, resistente a senescencia acelerada (Senescence accelerated 
resistant mouse), han sido durante mucho tiempo usados en la investigación sobre 
envejecimiento para estudiar fenotipos como la disfunción inmune, osteoporosis, y atrofia 
cerebral y el estrés oxidativo (Morley et al., 2012; Pallàs, 2012). Tanto la cepa SAM R1 (R1) 
como la SAM P8 (P8) que se han utilizado en esta tesis fueron desarrolladas en la Universidad 
de Kyoto por el Dr. Toshio Takeda a partir de ratones AKR/J donados por el laboratorio 
Jackson (Bar Harbor, ME, USA) en 1968 y mantenidos mediante cruzamientos consanguíneos 
con otras cepas indeterminadas. Desde alrededor de 1972–1973 se registró, en ciertas 
camadas, una serie de características que variaban en severidad: caída de pelo, lesiones peri-
oftálmicas, lordocifosis aumentada y muerte prematura; sin evidencia de retardo en el 
crecimiento, malformaciones, parálisis en miembros, u otros signos neurológicos (Takeda, 
2009; Takeda et al., 1981; Tanaka et al., 2005). 
En el caso de la cepa SAM P8, se ha propuesto más recientemente como un modelo de 
neurodegeneración crónica similar a la que ocurre en la patología de enfermedad de Alzheimer 
asociada a envejecimiento de inicio tardío: Late onset-Alzheimer disease (LOAD). En el estudio 
de la Enfermedad de Alzheimer (EA), existen un gran número de modelos animales de ratón, 
donde han sido modificados por genes humanos que mimetizan distintos aspectos de EA, 
como los depósitos amiloideos y la acumulación de tau fosforilada. Sin embargo, modelos de 
LOAD, que son más del 90% de los casos diagnosticados de EA en humanos, han sido difíciles 
de desarrollar. Por lo tanto, modelos de envejecimiento que repliquen, al menos, algunas de las 
características celulares y moleculares de la LOAD son de gran interés. En el caso de la cepa 
P8, algunas características de la LOAD sí son reproducidas, como son: pérdida neuronal, 
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5.1. Características generales de los SAM P8  
Los ratones P8, además de las características comunes de las cepas SAMP (Takeda et 
al., 1991), tiene un tiempo de supervivencia media de 12 meses (m) (Morley et al., 2012). En el 
caso de la cepa resistente, R1 tiene un tiempo de supervivencia de 18,9 m. Este valor se 
corresponde con las cepas de ratones usadas más habitualmente, incluyendo C57BL/6, CBA y 
CD1-ICR. 
A nivel del SNC, los P8 desarrollan de forma temprana déficits de memoria y 
aprendizaje (entre los 8 y los 10 m), junto a otras características similares a las vistas en la EA 
(Miyamoto et al., 1986). Las hembras suelen desarrollar cambios en la memoria con la edad 
mucho menos robustos que los machos y por esta razón la mayoría de los estudios han sido 
llevados en machos P8 (Morley et al., 2012). A nivel conductual, los ratones P8 mostraron 
desórdenes emocionales asociados a la edad, caracterizado por conducta ansiosa reducida y 
comportamiento depresivo (Miyamoto, 1997; Miyamoto et al., 1992). Además, presentan 
alteraciones en los ritmos circadianos de actividad motora espontánea y de conducta de bebida 
(Miyamoto, 1997). Otros de los cambios observados es la degeneración de neuronas 
dopaminérgicas en las sustancia nigra y neuronas noradrenérgicas en el locus coeruleus 
(Karasawa et al., 1997).  
En ratones SAM, algunos autores describen proliferación de microglía hipertrófica 
reconocible usando F480 en SAMP 10, P8 y R1 con la edad, sin diferencias significativas entre 
cepas (Amano et al., 1995). Otros autores describen también un aumento en inmunoreactividad 
de CD45 con la edad en hipocampo (Kawamata et al., 1998). 
Se han observado estructuras proteicas granulares immunoreactivas para Beta/A4 (Aβ) 
en varias regiones cerebrales como hipocampo, corteza cerebral, cerebelos, algunos núcleos 
de nervios craneales, área septal o medial, (Takemura et al., 1993). Las formas Aβ asociadas a 
edad incrementan en hipocampo de 4 a los 12 m; sin embargo no se han identificado 
estructuras parecidas a placas, ni por Congo red ni por tioflavina S. Sin embargo, sí se ha 
detectado un aumento de hiperfosforilación de Tau (Canudas et al., 2005). A nivel de 
hipocampo, aparecen formaciones granulares monoamino-oxidasa-B-positivas (MAOB) en 
ratones envejecidos (Nakamura et al., 1995).  
Los P8 mostraron procesos de degeneración espongiforme en células madre del 
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estructuras granulares PAS-positivas en la formación hipocampo (Akiyama et al., 1986).  
A nivel inmunológico, en los P8 se observa astrogliosis en hipocampo, corteza 
piriforme, núcleos de células madre y sustancia blanca (Kawamata et al., 1998), así como 
agrupaciones en forma de clústeres o microglía hipertrófica y activada alrededor de las 
vacuolas en regiones de células madre (Amano et al., 1995). Junto a este posible proceso de 
exacerbación de la repuesta inmune, converge con un deterioro generalizado en la inmunidad 
periférica, como involución del timo, pérdida de células T CD4+ (Th), capacidad  de producción 
de anticuerpos disminuida y disfunción en las APCs (Shimada y Hasegawa-Ishii, 2011). 
Asimismo, la actividad de las células natural killer también estaba reducida con la edad tanto en 
R1 y P8 pero sin diferencias entre cepas (Powers et al., 1992). Por otro lado, otros estudios 
constatan alteraciones en la BHE asociado a edad (Vorbrodt et al., 1995), resultando en una 
eliminación disminuida de la proteína β-amiloide del cerebro (Morley et al., 2012).  
A nivel genético, en un estudio reciente se identificaron 51 SNVs (variantes de un solo 
nucleótido) en los animales P8 que difieren de ratones R1. Sobre el 50% de los genes 
identificados tenían un papel en cerebro. Los genes afectados principales expresados en 
cerebro fueron APBA3, implicado en el procesamiento de la APP, TMEM55B, una fosfatasa 
implicado en el sistema inmune, TESK1, una quinasa implicada en la espermatogénesis e 
ISFR2 (Delerue et al., 2013), un regulador negativo de la memoria así como un inhibidor de la 
potenciación a largo plazo inducida a través del receptor NMDA (Irvine et al., 2011; Martin et 
al., 2012). 
Por último, a nivel de enzimas, presenta disminución en la actividad de enzimas que 
detoxifican las especies de oxígeno como MnSOD, catalasa (CAT) o glutatión peroxidasa 
(GPX) (Kurokawa et al., 2001). 
5.2 SAM P8 como modelo de Enfermedad de Alzheimer asociada a 
envejecimiento 
Como se indica en la descripción general de la cepa SAM P8, esta cepa no sólo se ha 
considerado un modelo de envejecimiento prematuro, si no que algunos autores lo proponen 
como modelo de la EA esporádica o asociada a envejecimiento (LOAD), que constituye la gran 
parte de los casos de EA en humanos, para más información (Morley et al., 2012). Los 
hallazgos que se han encontrado son un aumento del estrés oxidativo (Yasui et al., 2003) 
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Además se ha observado un aumento de la proteína precursora de beta amiloide (APP) con la 
edad (Kumar et al., 2000; Morley et al., 2012). Estos hallazgos junto al hecho de que los déficit 
cognitivos que se observan en estos animales puedan revertirse con el uso de oligonucleótidos 
inhibidores del ARNm de APP, o con el uso de anticuerpos anti- Aβ (Kumar et al., 2006; Kumar 
et al., 2000): Revisado por (Morley et al., 2012; Poon et al., 2004) sugiere que la cepa P8 
puede ser un modelo complementario de EA asociada al envejecimiento.  
El segundo objetivo principal de esta tesis ha sido precisamente, analizar los cambios 
























JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 










 Existen evidencias que indican un papel de la neuroinflamación en el envejecimiento y 
en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, el papel de las células 
mieloides del cerebro y la microglía en particular en estos procesos no está completamente 
dilucidado.  
 Esta Tesis Doctoral se centra en el aislamiento y caracterización de las células 
mieloides cerebrales, y los cambios existentes en microglía en procesos de envejecimiento 
patológico en el modelo de ratón de senescencia acelerada SAM P8.  
Los objetivos específicos son los siguientes:  
 El objetivo 1: aislamiento y caracterización de las diferentes subpoblaciones de células 
mieloides en parénquima cerebral, meninges y plexos coroideos en el cerebro de ratones 
adultos sanos.  
 1.1. Caracterización morfológica de células mieloides en el cerebro de ratón adulto. 
 1.2.  Aislamiento de las células mieloides en el ratón adulto sano. 
1.3. Caracterización de células DNGR-1/CLEC9A positivas en cerebro de ratón 
adulto en homeostasis. 
 
 El objetivo 2: caracterización de las alteraciones de las células de microglía en 
hipocampo del ratón SAM P8, como modelo de envejecimiento acelerado.  
 2.1. Evaluación de las alteraciones asociadas a envejecimiento en el cerebro de  
  SAM P8. 
2.2. Cuantificación y caracterización de cambios morfológicos de microglía en  
 SAM P8 con la edad. 
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Animales  
1. Líneas transgénicas 
1.1. Ratones c-fms-EGFP (Csf1r-EGFP): B6N.Cg-Tg (Csf1r-EGFP) 
1Hume/J 
Los ratones c-fms-EGFP/Csf1r-EGFP han sido descritos en (Sasmono et al., 2003). En 
el campo también se les conoce con el nombre de MacGreen. Estos ratones expresan la 
proteína EGFP dirigida por el promotor de c-fms (Csf1r). El gen c-fms se expresa en 
macrófagos, linajes de células de trofoblasto, y hasta cierto punto en granulocitos. Estos 
ratones han sido muy utilizados para la visualización de células de origen mieloides en muchos 
tejidos (Elmore et al., 2014; MacDonald et al., 2010; MacDonald et al., 2005; Mooney et al., 
2010; Sierra et al., 2007; Verdonk et al., 2016). 
1.2. Ratones CX3CR1-GFP: B6.129P-Cx3cr1tm1Litt/J 
Los ratones CX3CR1-GFP expresan la proteína EGFP en monocitos, células 
dendríticas, células NK (natural killer) y la célula de microglía en el cerebro (Jung et al., 2000). 
Los ratones CX3CR1-GFP son un Knock in y por ello en todos los experimentos se usaron 
animales heterocigotos Cx3cr1gfp/+. Animales Cx3cr1gfp/+ son haploinsuficientes, pero el fenotipo 
de la microglía, a pesar de la menor expresión del receptor, es semejante a la de los animales 
que llevaban el transgen GFP bajo el promotor de Iba-1 (Hirasawa et al., 2005). No se 
observan cambios morfológicos y conductuales en estos animales. Se emplearon animales 
machos con edades comprendidas entre 1 y 2 meses (m) (clasificados como jóvenes), los 10 m 
(para los adultos) y 14 m (seniles).  
1.3. Ratones Clec9a egfp/egfp (deficientes en DNGR-1)  
Los Ratones Clec9a egfp/egfp han sido descritos anteriormente y fueron donados por el Dr 
D Sancho del Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculars (CNIC, ISCiii) (Sancho et al., 
2009). Estos ratones son deficientes para el gen Dngr-1/cle9a y tienen un fondo genético 
C57BL/6. Fueron retrocruzados más de 10 veces a C57BL/6J-Cr.  
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2. Líneas no transgénicas 
2.1. Ratones SAM P8 y R1 
Para este estudio se ha utilizado un modelo animal de envejecimiento acelerado: los 
ratones SAM P8 (P8) (Senescence Accelerated Mouse Prone 8) y la cepas control y resistente 
a envejecimiento SAMR1 (R1) (Senescence Accelerated Mouse Resistant 1). Ambas cepas 
fueron desarrolladas en la Universidad de Kyoto a partir de ratones AKR/J (Takeda, 2009; 
Takeda et al., 1981). La cepa SAMP8 es susceptible de sufrir envejecimiento prematuro y por 
ello se ha propuesto como posible modelo de enfermedad de Alzheimer asociada a 
envejecimiento. Las cepas para este estudio fueron cedidas por la Dra. Helena Mira del 
Instituto de Salud Carlos III (ISC III). Los ratones R1 y P8 fueron estabulados en condiciones 
libres de patógenos específicos (SPF) y cruzados siguiendo las directrices indicadas (Tanaka 
et al., 2005). Las hembras de SAMP8 parecen tener cambios menos robustos de memoria que 
los machos y por esa razón la mayoría de los estudios han sido llevados en machos (Flood et 
al., 1995). 
2.2. Ratones CD1-ICR y C57/BL6 
Como control de posibles características propias de la cepa SAM, se emplearon ratones 
control: CD1-ICR y los C57/BL6 jóvenes y envejecidos. Estas cepas proceden del animalario 
del CNM del Instituto de Salud Carlos III. Dada la mayor capacidad de supervivencia en 
condiciones de estabulación de los ratones C57BL/6, se usaron hasta edades de 23 m.  
Todos los ratones que forma parte de este estudio fueron estabulados y manipulados en 
las condiciones establecidas por el Comité Ético de la Investigación y del Bienestar Animal 
(CEIyBA) del Instituto de Salud Carlos III. Todos los procedimientos con animales fueron 
realizados para minimizar el sufrimiento animal y reducir el número de animales usados de 
acuerdo a la normativa de la directiva EU 2010/63EU y de la recomendación 2007/526/EC 
referida a la protección de animales usados en investigación y para otros propósitos científicos, 
recogida por la ley española bajo el Real Decreto 1201/2005. 
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3. Tratamientos de los animales 
3.1. Tratamiento con Flt3L 
Para la amplificación selectiva de células dendríticas, se usaron células de melanoma 
de ratón B16 que secretan Flt3 (FMS-like receptor tyrosine kinase 3). Las células B16-Flt3L 
fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% de FBS (Iborra et al., 2012) y se 
inyectaron a una concentración de ~5 × 106 B16 células tumorales secretoras de Flt3L en uno 
de los flancos. 
Para el experimento, se usaron ratones macho de fondo genético C57BL/6, con edades 
comprendidas entre las 6 y 12 semanas, a los que se les inyectó de forma subcutánea (s.c.) 
tratamiento (+Flt3L) o vehículo (sin inyectar). Entre los 12 y 16 días después de la inyección, 
con tumores de un diámetro alrededor de 1cm, los ratones fueron sacrificados y perfundidos 
con PBS. 
Aislamiento de células mieloides de cerebro adulto 
Los ratones fueron sacrificados y perfundidos vía intracardiaca con PBS (tampón fosfato 
salino) 0,1M a pH 7,5 hasta observar que los bazos se blanquean durante 5 minutos a una 
velocidad de 5 ml/min. A continuación, se retira el encéfalo y se disecciona, separando 
membranas meníngeas (piamadre) y plexos coroideos (m/Ch) del parénquima cerebral con 
unas pinzas de disección finas, empleando una lupa de disección (Leica S6E). Para extraer los 
plexos coroideos, se realizó un corte coronal a la altura aproximada de -5,2 mm de Bregma 
(pasando el colículo inferior, al comienzo del cerebelo). A continuación, se retiran los plexos 
coroideos situados en los ventrículos de la parte basal del cerebro (4V, indicado con el número 
1 en la Figura 1, panel A). Se diseccionan las meninges en contacto con el encéfalo, y se 
descarta cerebelo, mesencéfalo, rombencéfalo y bulbos olfatorios (Figura 1, panel A con los 
números 1 y 3). Posteriormente, se realizó otro corte a la altura aproximada de 1,5 mm de 
Bregma para acceder a los plexos coroideos de los ventrículos laterales y tercero (VL y 3V) 
(Figura 1, número 2 del panel A).  
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Figura 1. Materiales y Métodos.- Procedimiento para la extracción de células mieloides en el encéfalo. A. 
Disección de plexos coroideos y meninges. Se indican las zonas donde aproximadamente se realizaron los cortes 
coronales para acceder a las cavidades ventriculares y extraer los plexos coroideos (1, 2), así como las zonas de 
corte (1 y 3). B. Aislamiento de microglía adulta. Las células del encéfalo (panel i, descartándose las áreas marcadas 
en amarillo) se disgregaron con ayuda de papaína (panel ii) y se aisló microglía adulta mediante un gradiente de 
Percoll (panel iii). El precipitado obtenido de células se lava en PBS con un 2% en FBS y, según necesidad, parte se 
destina para RNA y otra parte para citometría y tinción de Giemsa para corroborar el perfecto aislamiento (iv). 
Abreviaturas: VL, ventrículos laterales; V3, tercer ventrículo; V4, cuarto ventrículo; col. Inf., colículo inferior. 
Una vez obtenido el cerebro sin m/Ch, las células fueron preparadas como indican en 
un estudio previo (Sierra et al., 2007) con modificaciones. Cada cerebro, separado de m/Ch y 
descartado cerebelo, fue digerido en 5 ml de solución enzimática (20 unidades/ml papaína 
(Worthington) y 0,025 unidades/ml DNasa (Sigma-Aldrich) en un tampón conteniendo: 116 mM 
de NaCl (Sigma-Aldrich), 5,4 mM KCl (Sigma-Aldrich), 26 mM NaHCO3 (Sigma-Aldrich), 1 mM 
NaH2PO4 (Sigma-Aldrich), 1,5 mM CaCl2 (Merck), 1 mM MgSO4 (Sigma-Aldrich), 0,5 mM EDTA 
(Sigma-Aldrich), 25 mM glucosa (Sigma-Aldrich) y 1 mM L-cisteína, pH 7,5 (Sigma-Aldrich). La 
mezcla con proteasa se deja durante 30 min a temperatura ambiente (RT) en agitación. Pasado 
el tiempo de incubación, se homogeniza con pipetas Pasteur de puntas romas y se pasó el 
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homogenado a través de un filtro de 70 μm con el fin de descartar los fragmentos no digeridos. 
Inmediatamente, se paró la reacción lavando con HBS y 5% FBS y se centrifugó a 300g 
durante 7 minutos, descartando sobrenadante. Por último, las células se resuspendieron en 
30% de Percoll (GE Life sciences) y se montó un gradiente (Figura 1 B, panel iii), añadiendo en 
la superficie 5ml de HBSS y centrifugando a 300g durante 20min a RT con aceleración lenta y 
sin freno.  
Seguidamente, se recogió el pellet y se lavó con HBSS centrifugando durante 7 minutos 
a 300g. Todos los lavados subsecuentes fueron realizados con PBS frio, conteniendo 2% de 
FBS (vol/vol). Como resultado, esta muestra contiene microglía/macrófagos del cerebro como 
fue descrito en (Carson et al., 1998), con la salvedad de que no incluye membranas de 
meninges y plexos coroideos; vamos a referirnos a esta preparación celular como células 
mieloides del cerebro sin m/Ch, o células del parénquima cerebral (BP). 
Para aislar células de las membranas m/Ch, se juntaron en un pool las membranas de 
al menos 3 animales por ensayo y se incluyeron en un 1 ml de PBS en tubo Eppendorf (Figura 
1 B, panel i). Los tejidos fueron tratados con 2,5 mg/ml de pronasa (Roche) con 0,025 
unidades/ml DNasa (Sigma-Aldrich) en PBS durante 30 min a 37ºC en un baño en agitación, 
intentando homogenizar y bajando las células en ciclos de 10 minutos. A continuación, se 
homogenizó con ayuda de una pipeta de puntas romas y se pasó por un filtro de 70 µm. 
Las muestras destinadas a RNA se centrifugan por última vez y se congela el pellet a    
-20ºC hasta su procesado; las suspensiones celulares destinadas a tinciones Giemsa se 
lavaron una vez más en PB sin FBS, para corroborar que el aislamiento fue correcto, y las 
destinadas a citometría se dejan en PB con 2% FBS en hielo hasta su uso (Figura 1 B, panel 
iv). 
Citometría de flujo 
La células se resuspenden en un volumen fijo para todas la muestras de tampón de 
tinción o staining buffer (que contiene 2,5% FBS en PBS; Biowhittaker, Lonza Group) a las que 
se les añade 10 μg/ml de 2.4G2 mAb (Fc block, CD16/ CD32) (BD Biosciences), para el 
bloqueo de las uniones inespecíficas a los receptores Fcγ. La tinción de células sigue las 
directrices de protocolos estándar para citometría: 30 minutos en incubación con primarios en 
hielo con 2 mM EDTA (Sigma-Aldrich), 2% FBS y 0,02% de azida sódica (Riedl-de Haën), 
seguido de 2 lavados en PBS con 2,5% FBS. Los anticuerpos y reactivos usados están 
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indicados en las Tablas 1 y 2. Los anticuerpos acoplados a fluoróforos específicos para ratón 
CD45, CD11b y MHC II fueron de la casa comercial de BD Biosciences o Biolegend. Una vez 
teñidas, las células fueron analizadas en un citómetro FACSCanto usando de software para su 
análisis el FlowJo versión 6.3.4 (Tree Star, Ashland, OR). 
Técnicas histológicas 
1. Fijación 
Los ratones fueron anestesiados mediante inyección intraperitoneal (i.p.) de una mezcla 
diluida en suero salino de 80-120mg/kg de ketamina (Imalgene 1000, Merial) y 5-16mg/kg de 
xilazina (Xilagesic 20%, Calier) Para los estudios de inmunofluorescencia e 
inmunohistoquímica, los tejidos se fijaron mediante perfusión intracardíaca con 4 % 
paraformaldehido (PFA, Sigma-Aldrich, St Louis, MO) en 0.1M, pH 7,4 de tampón fosfato (PB, 
Sigma-Aldrich). Para la perfusión transcardíaca, se les practica una toracotomía para acceder 
al corazón; a continuación se coloca un catéter en el ventrículo izquierdo con ayuda de una 
palometa conectada a una sonda por donde circularán los fluidos. Una vez que se comienza a 
lavar, se realiza un corte en la aurícula derecha para eliminar los fluidos del circuito sanguíneo. 
Los animales se perfundieron con ayuda de una bomba peristáltica (Thermo Fisher) a un flujo 
constante de 6 ml/min con 25-30 ml de solución salina (0.9% NaCl; Sigma-Aldrich) con el 
objetivo de eliminar todas las células circulantes de la sangre. En ratones jóvenes, el flujo se 
bajó a 5 ml/min.  
2. Post-fijación 
Una vez fijados los cerebros, se abrió el cráneo con unas tijeras finas, se extrajo el 
cerebro y se sometió a un proceso de post-fijación por inmersión en 15-20ml de 4% PFA en PB 
0,1M durante 18-20 horas a 4ºC en agitación. Pasado este tiempo, se lavó en PB 0,1M unas 5-
6 veces a RT y se dejaron almacenados en PB 0,1M, pH 7,5 con 0,06 % azida sódica (Riedl-de 
Haën) hasta el momento de su uso.  
3. Procesamiento del tejido 
3.1 Material procesado para criostato 
Mediante esta técnica se procesaron los tejidos empleados en inmunohistoquímica y la 
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mayor parte de tejidos de inmunofluorescencia. Para evitar la formación de cristales debido a la 
congelación del agua presente en el tejido, los cerebros se sumergieron en concentraciones 
crecientes de sacarosa; primero sumergido al 15% de sacarosa (p/v) en PB 0,1 M, pH 7,4 a 
4°C y en agitación hasta hundirse los cerebros (lo que indica que la sacarosa ha penetrado en 
el tejido); por último, al 30% de sacarosa (p/v) en PB 0,1 M, pH 7,4 durante 72 horas a 4°C. 
Finalmente, se incluyeron los cerebros en moldes con medio de congelación de tejidos (Tissue-
Tek O.C.TTM, Sakura) y se congelaron de forma rápida sumergiéndolos en 2-metilbutano 
(Sigma-Aldrich) enfriado en hielo seco. Los cerebros así procesados se almacenaron a -70°C 
hasta su uso.  
Una vez embebido el cerebro, se realizaron cortes coronales usando un criostato 
CM1950 (Leica Microsystems) siguiendo el mismo procedimiento al descrito por Díaz-Moreno 
(2013) para reconstrucciones tridimensionales de regiones del cerebro (Figura 3B, panel i), 
generando secciones de 30 μm que se recogieron en series de 10 portaobjetos, de forma que 
cada portaobjetos contenía una reconstrucción anteroposterior del cerebro. Cada una de las 6 
secciones del cerebro de cada porta quedaron separadas 300 μm entre ellas. 
Los portas se almacenaron a -20ºC hasta su uso. Los portaobjetos usados se trataron 
con el preparado comercial Histogrip (Thermo Fisher) o se usaron portaobjetos ya tratados de 
polilisina y superfrost ultra plus (Termo Fisher).  
3.2. Material procesado para vibratomo 
En reconstrucciones 3D de membranas, los cerebros se procesaron en el vibratomo. 
Los cerebros para tal fin se cortaron generando secciones horizontales de un grosor de 80 μm 
(Leica Microsystems VT1200s). De esta forma, los primeros cortes que recogen pertenecen a 
la membrana meníngea. Los cortes se almacenaron en flotación con PB 0,1 M y azida sódica al 
0,05 % (p/v) (Riedl-de Haën) a 4ºC hasta su uso. 
4. Tinciones generales 
4.1. Tinción de Hematoxilina y Eosina (H&E) 
El protocolo usado deriva de los descritos en Bancroft (Suvarna et al., 2013). Los cortes 
de criostato que han sido secados mínimo 24 horas a RT para permitir la mayor adherencia del 
corte a la sección, se rehidratan manteniéndolos 5 minutos en concentraciones decrecientes de 
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alcohol: 100%, 96% y 70% (Panreac) hasta que finalmente se dejaron en agua 5 minutos. A 
continuación, se sumergen los tejidos en Hematoxilina de Harris (Sigma-Aldrich) durante 5 
minutos y se lavan en agua 5 minutos. Para rebajar la tinción en algunos casos, se dejaron 3 
minutos en alcohol ácido (HCl al 0,5%) y rápidamente se volvieron a lavar en agua. Tras este 
paso, se dejó en Bluing (Thermo Fisher) durante 1 minuto y se lavaron otros 5 minutos en 
agua. Para aumentar el contraste, se sumergió en alcohol 70% y se procedió a continuación a 
meterlo en eosina (Thermo Fisher) 1 minuto para lavar posteriormente en agua 5 minutos más. 
Por último se realiza la cadena de deshidratación del tejido sumergiéndolo consecutivamente 
en concentraciones crecientes de alcohol (96% y 100% porque se parte del 70%) durante 5 
minutos y se deja en xilol (2 lavados de 10 minutos) para montar con DPX (Sigma-Aldrich). 
5. Inmunofluorescencia 
La inmunofluorescencia se realizó principalmente sobre secciones de criostato. Los 
portaobjetos se secan durante un mínimo de 2 horas para evitar que se desprendan. En la 
mayoría de los experimentos, se recurrió al método de tinción indirecta estándar: Una primera 
incubación con un anticuerpo primario, seguido de una incubación con anticuerpo secundario 
unido a fluoróforo o biotina, como se especifica en las Tablas 1 y 2. 
Las muestras se incuban previamente en un tampón de bloqueo (0,1M de PB 
conteniendo 10% FBS (Hyclone), 0,25% Triton-X100 (Sigma-Aldrich) y 150 mM de glicina 
(Merck) durante 1 hora. A continuación, se incuba con la dilución adecuada de cada anticuerpo 
(Tabla 1) y rebajando las condiciones de bloqueo (1% de FBS y 0,6Tx100) toda la noche (2 
horas para GFAP) en cámara húmeda y oscuridad a 4ºC. Al día siguiente, tras lavar las células 
(los lavados siempre son realizados con PB 0,1M), se incubaron con los anticuerpos 
fluorescentes o biotinilados (Tabla 2) en tampón bloqueo durante 1 hora en cámara húmeda, a 
temperatura ambiente y en oscuridad. Por último, se empleó el 4',6-Diamidino-2-fenilindol 
diclorhidrato (DAPI) (5μg/mL, Life technologies) para marcar por fluorescencia núcleos y se 
montaron los portas con un medio de montaje Mowiol con Dabco 2,5% (v/v). Para tinción de 
secciones de vibratomo (cortes horizontales que contienen las membranas meníngeas y el 
comienzo del parénquima cerebral), el procedimiento ha sido el mismo pero realizando las 
incubaciones y lavados en agitación. Para detectar la expresión de microglía, se usó de 
anticuerpo rabbit anti-Iba-1 (1:100, Wako); para la visualización de células presentadoras de 
antígenos, se usó el rat anti-mouse I-A/I-E (1:100, clone 2G9, B.D. Pharmingen); para detectar 
la expresión de la membrana basal, se usó Rabbit anti-panlaminina (L9393 Sigma-Aldrich); y 
para detectar la expresión de células endoteliales, se usó Rat anti-mouse CD31 (clone 
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MEC13.3 BD Pharmigen). Los detalles de los anticuerpos utilizados se especifican en la Tabla 
1. Los anticuerpos secundarios usados se marcaron en fluorocromos Cy3, 488 y 647 (Jackson 
Immunoresearch). Los Controles se usaron omitiendo el anticuerpo primario; los controles MHC 
II se procedió de idéntica forma, pero se incorporó el isotipo Rat IgG2aκ acoplado a fluoróforo. 
Las secciones fueron finalmente contrateñidas y montadas en una mezcla de Mowiol/50% 
DABCO (Sigma-Aldrich). Las características de todos los anticuerpos vienen descritas en la 
Tabla 1. 
 
Tabla 1. Materiales y Métodos.- Anticuerpos usados en citometría de flujo/inmunofluorescencia  
 







Anticuerpo Clon Proveedor Isotipo Cat. Uso* 
Rabbit anti-Iba-1 
Polyclonal Wako n/a 019-19741 IF, FC (ionized calcium-binding adapter 
molecule 1) 
PE-Cy7 Hamster anti-mouse 
CD11c HL3 BD Pharmigen Hamster IgG1, λ2 558079 FC 
Biotin anti-mouse CD11c N418 BioLegend Armenian Hamster IgG 117303 IF 
Rat anti-mouse CD16/CD32 
2.4G2 BD Pharmigen Rat IgG2b, k 553141 FC 
(Mouse BD Fc block) 
FITC Rat anti mouse I-A/I-E 2G9 BD Pharmigen Rat IgG2a, k 553623 IF, FC 
APC Rat anti mouse IA/IE 
M5/114. 
BioLegend Rat IgG2b, k 107613 FC 
15.2 
PE Cy7 Rat anti mouse CD45 30-F11 BD Pharmigen Rat  IgG2b, k 552848 FC 
APC/Cy7 anti-mouse/human 
CD11b M1/70 BioLegend Rat IgG2b, k 101226 FC 
Biotin anti-mouse CD11c N418 BioLegend Armenian Hamster IgG 117303 IF 
Rat anti-mouse CD31 (PECAM-1) MEC 13.3 BD Pharmigen n/a 553369 IF 
Rabbit anti-PAN LAMININ Polyclonal Sigma-Aldrich n/a L9393 IF 
Rabbit anti-GFAP Polyclonal Dako n/a Z033429 IF 
Mouse Anti-phospho-Histone 
H2A.X (Ser139) JBW301 Millipore n/a 05-636 IF 
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Tabla 2. Materiales y Métodos.- Listado de anticuerpos secundarios usados en inmunofluorescencia. 
Nombre Abs. Especie Tipo Dilución 
Alexa Fluor 488 Donkey Anti-goat 1/500 
Alexa Fluor HRP Donkey Anti-mouse 1/200 
Alexa Fluor 488 Donkey Anti-mouse 1/500 
Alexa Fluor HRP Donkey Anti-rabbit 1/200 
Alexa Fluor 647 Donkey Anti-rabbit 1/250 
Cy3 594 Goat Anti-rabbit 1/500 
Alexa fFluor 488 Donkey Anti-rat 1/200 
Cy3 594 Goat Anti-rat 1/500 
Alexa Fluor 647 Donkey Anti-rat 1/250 
DAPI UV   DAPI 1/1000 
 
 
Para anticuerpos de antígenos intracelulares y nucleares como el caso de anti-phospho-
Histone H2A.X (Ser139) se realizó un paso previo de desenmascarar antígenos (antigen 
retrieval), hirviendo en tampón Citrato pH 6,0. 
Para anticuerpos como CD11c, se tuvo que recurrir a un sistema para amplificar la 
señal con tiramida. La autofruorescencia se corrigió con un paso previo de 10 minutos en 
NH4Cl a 50mM. A continuación, se usó un kit comercial ya preparado para bloquear la biotina 
endógena y se dejaron las secciones 15 minutos lavadas en solución de avidina, seguidos de 
15 minutos lavadas en solución de biotina (Vector), dejando escurrir un poco entre medias. 
Antes del paso de bloqueo, se eliminó la actividad peroxidasa endógena incubando durante 8 
minutos al 1% de H2O2 (Sigma-Aldrich) en metanol (Panreac), se lavó con PBT (PBS y 0,1% de 
Tx-100) y se bloqueó con 1%BSA y 0,2% Tx-100. Después, en la incubación con primarios, se 
usó un anticuerpo biotinilado anti-CD11c toda la noche a 4ºC. Tras lavar bien con PBT, se 
aplicó el paso de estreptavidina-peroxidasa al 1% durante 30 minutos. A continuación, se 
lavaron los cortes con PBT y se añadió la tiramida acoplada a cy3 de un kit comercial (Cyanine 
3 Tyramide) disuelto en el tampón porporcionado en el kit según instrucciones indicadas 
(PerkinElmer) durante 10 minutos. Tras el lavado, las secciones fueron finalmente 
contrateñidas y montadas en una mezcla de Mowiol/50% DABCO (Sigma-Aldrich). 
6. Histoquímica 
6.1. Reacción enzimática de la β-galactosidasa asociada a la senescencia 
La actividad β-galactosidasa asociada a senescencia (SA-βgal), detectable a pH 6,0 
(que difiere de la actividad β-galactosidasa acídica lisosomal, presente en todas las células y 
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detectable a pH 4,0), es un ensayo cromogénico que permite la identificación de senescencia 
replicativa (Debacq-Chainiaux et al., 2009; Dimri et al., 1995). El protocolo usado en este 
trabajo siguió las directrices de uno más reciente descrito para cultivos y tejidos (Debacq-
Chainiaux et al., 2009) con ciertas modificaciones para adaptarlo a secciones de cerebro de 
criostato. En este método, se usa un sustrato cromogénico, 5-bromo-4-cloro-3- indol β-D-
galactopiranósido (X-gal), el cual forma un compuesto azul insoluble cuando reacciona con la 
β-galactosidasa. 
El procedimiento realizado a partir de tejido procesado en criostato, es el siguiente: 
Primeramente, se realizó un lavado previo en solución de tinción sin enzima ni 
dimetilformamida (para remover los restos de PB a pH 6,0). Seguidamente, se realiza la tinción 
en fresco en una solución con 10 mg/ml de β-gal disuelto en dimetillformamida (Panreac), 40 
mM de ácido cítrico/fosfato sódico (Riedl-de Haën; Sigma-Aldrich) a pH 6,0, 5 mM de 
ferrocianuro potásico, 5 mM de ferricianuro de potasio, 150 mM NaCl (Sigma-Aldrich) y 2 mM 
MgCl2 (Riedl-de Haën). Se dejó por último incubando en una estufa a 37ºC en oscuridad y 
cámara húmeda. Para los tejidos usados se monitorizó la tinción que comienza a adquirir una 
coloración verde pálido a las 2-4 horas, pero sólo empieza a apreciarse diferencias a partir de 
las 10-12 horas y es máxima a los 2 días. Posteriormente, se lavaron los cortes de tejido con 
PB 0,1 M para parar la reacción y se montaron con Mowiol (Merck) y DABCO (Sigma-Aldrich) al 
2,5 % (v/v) y se almacenaron en oscuridad. Las células senescentes (tonalidad verde-azul) se 
identificaron mediante microscopía óptica. En algunos casos, se realizó una tinción 
imunohistoquímica con anticuerpos anti Iba-1 revelados con anticuerpos secundarios 
biotinilados y acoplados a la reacción de la peroxidasa. 
6.2. Tinción de ácido peryódico de Schiff o leucofucsina (PAS) con 
hematoxilina 
Utilizado tradicionalmente para detectar polisacáridos (concretamente, grupos aldehídos 
que se crean en sus moléculas durante el proceso de tinción), tiene especial relevancia en un 
amplio grupo de enfermedades neurodegenerativas por la detección de unas estructuras 
patológicas descritas como gránulos de PAS (Jucker y Ingram, 1994; Manich et al., 2016; 
Manich et al., 2013). Esta tinción ha sido propuesta como una tinción de agregados de 
proteínas Aβ y ovillos neurofibromatosos de tau (Jucker y Ingram, 1994; Manich et al., 2013). A 
partir de secciones de criostato secadas a RT durante un mínimo de 24 horas, se procedió a 
pasar por la cadenas de hidratación de xilol (2 ciclos) y alcoholes (2 ciclos de 100%, 2 ciclos de 
96% y el último a 70%), 5 minutos en cada una hasta dejar las muestras en agua. A 
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continuación, se dejó en ácido peryódico 0.5% durante 5 minutos y se lavó en agua otros 5 
minutos. Posteriormente, se pasó a reactivo de Shiff (a 4ºC) 15-20 minutos; pasado ese tiempo 
se volvió a lavar en agua 5 minutos. En nuestros experimentos, se realizó una contratinción con 
hematoxilina y posteriormente, se aclaró la hematoxilina en alcohol ácido 0,5% (HCI) 
sumergiendo 3 veces, para dejar en agua otros 5 minutos. 
Finalmente, se pasó por la cadena de hidratación, pasando de un 96% de etanol a 2 
ciclos de etanol absoluto y xilol, ambos de 5 minutos y se montó con DPX (Sigma-Aldrich). 
Figura 2. Materiales y Métodos.- Tinción de x-gal asociada a senescencia. A.- Esquema de la reacción catalizada 
por la β-galactosidasa; se parte del sustrato x-gal (incoloro) y como consecuencia de la reacción, la β-gal se une al x-
gal y forma: por un lado, la galactosa y por otro lado, 5-bromo-4-cloro-3-hydroxi-indol. Después, es oxidado y 
forman un compuesto azul que absorbe principalmente entre los 605 y los 665 nm, precipitando en algunas células 
(Modificado de (Nie y Chen, 2014). B.- Imágenes representativas de la tinción, mostrando el cambio cromogénico 
experimentado tras añadir la solución de x-gal en las secciones de criostato (30 µm de grosor). Los objetivos usados 
fueron de 20x en un microscopio óptico Nikon Eclipse 50i H550S. 
6.3. Tinción de Giemsa 
Este método diseñado en un principio para la identificación de parásitos de malaria 
(Fleischer, 2004), es empleado en histología por la tinción cualitativa de la cromatina y la 
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membrana nuclear, la metacromasia de algunos de los componentes celulares y las diferencias 
cualitativas de la tinción citoplasmática dependiendo del tipo celular. En este caso, se usó una 
variante, tinción de MayGrünwald-Giemsa (MGG), empleada para diferenciar de forma 
morfológica las células aisladas durante la extracción de microglía, tal como se usó en un 
estudio reciente para la clarificación de poblaciones mieloides con ligeras modificaciones 
(Gómez-Perdiguero et al., 2015). Se optó por fijar las células secadas al aire extendidas 
mediante frotis durante 30 minutos y fijar con PFA 4% durante 20 minutos. A continuación se 
lava bien en PBS y se da un lavado previo en SS (0,9% NaCl) para ajustar pH. Después, se 
añade la solución de 50% May-Grunnwald (QCA) diluido en agua destilada (v/v) durante 3 
minutos. Se lava con 2-3 inmersiones en agua destilada y se añade 14% de Giemsa (QCA) 
durante 15 minutos. Después, poner a aclarar y dejar 5 minutos en agua destilada MiliQ y secar 
al aire para montar finalmente con DPX. 
7. Inmunohistoquímica 
Sobre secciones de criostato previamente secadas durante un mínimo de 2 horas a 
temperatura ambiente, se aplica reacciones inmunohistoquímicas siguiendo el mismo 
procedimiento antes descrito pero con ligeras modificaciones. Antes del paso de bloqueo, se 
usó un kit comercial ya preparado para bloquear la biotina endógena y se dejaron las secciones 
15 minutos lavadas en solución de avidina, seguidos de 15 minutos lavadas en solución de 
biotina (Vector), dejando escurrir un poco entre medias. Con la incubación con secundarios, se 
usó un anticuerpo biotinilado (Jackson). Después, se eliminó la actividad peroxidasa endógena 
incubando durante 30 minutos al 5% de H2O2 (Sigma-Aldrich) en metanol (Panreac). Tras lavar 
bien, se aplicó el kit comercial Vectastain Elite ABC peroxidasa, preparado según instrucciones 
(Vector) e incubado durante 30 minutos. Por último, se recurre para el revelado al kit comercial 
de DAB (3,3’-diaminobenzidine) con cloruro de níquel (Vector) que, como consecuencia de la 
reacción, produce un producto de color gris-negro ante la presencia de la enzima peroxidasa 
(HRP).  
Estudio de expresión génica 
1. Extracción de RNA total 
La extracción de RNA total a partir de células aisladas o tejidos diseccionados, se 
realizó usando el kit comercial TRIzol® (Thermo Fisher). siguiendo las recomendaciones del 
fabricante.  
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Básicamente, las células o los tejidos son centrifugados en un tubo de 1.5 ml. El pellet 
se solubiliza en 500 µl de TRIzol. Una vez que el pellet ha sido disgregado homogéneamente 
con una punta de pipeta p200, se deja 5 minutos a temperatura ambiente para asegurar la 
disociación completa de los complejos nucleoproteicos. Se añaden 100 µl de cloroformo, se 
agita el tubo enérgicamente y se incuba 2 minutos a temperatura ambiente. A continuación se 
centrifuga a 16000g en una microfuga Eppendorf 5415-R (Eppendorf) durante 15 minutos a 
4ºC. Se recoge el sobrenadante acuoso, donde se encuentra el RNA a un nuevo tubo al que se 
añade 500 µl de isopropanol. Se agita y se deja incubar durante 10 minutos a 4ºC. El 
sobrenadante resultante se elimina con una punta de pipeta P1000 y el pellet de RNA se lava 
con 500 µl EtOH 70% a -20ºC. Se centrifuga a máxima velocidad durante 5 minutos a 4ºC en la 
minifuga. Finalmente, se elimina el EtOH, el pellet se deja secar a temperatura ambiente hasta 
que no queden restos del alcohol, y se resuspenden en un volumen de 10 a 20 µl de H2O libre 
de RNAsa.  
La cantidad de RNA total se determinó mediante un espectrofotómetro BioDrop µLITE 
(Biodrop) midiendo la absorbancia a 260 nm (A260). La calidad del RNA de las muestras se 
determinó cualitativamente mediante la medida de la absorbancia a 260 nm (A260) y 280 
(A280), de forma que el cociente de A260/A280 fue de 1,8 a 2,00 en todas las muestras 
analizadas.  
2. Cuantificación relativa por PCR cuantitativa (RT-qPCR) 
1 µg RNA total se retrotranscribe a ADN complementario (cDNA) en un volumen final de 
20 µl utilizando la transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen). La reacción de RT consiste en un 
primer ciclo a 65ºC durante 5 minutos, seguido de otro ciclo a 25ºC de 10 minutos. A 
continuación se le añade la transcriptasa reversa (1 µl de transcriptasa reversa MMLV (Vf3= 
20µl)), pasa a un último ciclo a 37ºC durante 50 minutos (o 42ºC, 1h) y un segundo ciclo a 70ºC 
durante 15 minutos. Se siguieron las instrucciones de uso excepto para el uso de 300 ng de 
hexámeros y 4 unidades de RNasa OUT (Invitrogen) por cuanto de reacción. 
El cDNA obtenido, se utilizó para analizar los genes recogidos en la Tabla 3, utilizando 
los cebadores indicados con una PCR cuantitativa (Q-PCR) en placa mediante 7500 Fast Real-
Time PCR System, usando el sistema Fast SYBR® Green system (Thermo Fisher). Cada 15 µl 
de volumen de reacción incluyó 10 ng cDNA y 0.5 µM de cada primer.  
Las secuencias de los cebadores, fueron obtenidas mediante el análisis de la secuencia 
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del gen en el programa 7500 (Applied Biosystems) para obtener temperaturas de fusión (Tm) 
en torno a los 58ºC en las parejas de cebadores. 















Los cebadores fueron diseñados en distintos exones para evitar la amplificación del 
ADN genómico contaminante en las muestras. Los amplicones obtenidos fueron siempre 
menores de 150bp. Se aplicaron las siguientes condiciones de PCR de la mezcla para Fast 
SYBR® Green Master Mix (Thermo Fisher) e indicado en la Tabla 4: 
1. Desnaturalización durante 20 segundos a 95ºC.  
2. Amplificación durante 3 segundos a 95ºC, seguido de 30 segundos a 60ºC para 
la mayoría de los casos, modificándose la Tm en caso necesario y extensión a 
72ºC. Este proceso se repite durante 40 ciclos. 
Nombre Alternativo Secuencia 5´-3´ 
Actin  GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA 
  CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC 
Clec9a/ Dngr-1 AGACTGCTTCACCACTCCAA 
  CTTGGCACAATGGACAAGGT 
Baft 3  CAGACCCAGAAGGCTGACAAG 
  CTGGCAGCACAGAGTTCTC 
Id2  ATGAAAGCCTTCAGTCCGGTG 
  AGCAGACTCATCGGGTCGT 
IRF-8  TGCCACTGGTGACCGGATAT 
  GACCATCTGGGAGAAAGCTGAA 
CD80  B7-1  ACCCCCAACATAACTGAGTCT 
  TTCCAACCAAGAGAAGCGAGG 
CD103 ITGAE  CCTGTGCAGCATGTAAAAGAATG 
  CAAGGATCGGCAGTTCAGATAC 
Iba-1   GGACAGACTGCCAGCCTAAG 
    GACGGCAGATCCTCATCATT 
TNF-α   TGGAACTGGCAGAAGAG 
    CCATAGAACTGATGAGAGG 
 IL-6   GAGGATACCACTCCCAACAGACC 
    AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 
IL-1β   CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG 
    GATCCACACTCTCCAGCTGCA 
CX3CR1 Receptor de fractalkina TCAGCATCGACCGGTACCTT 
    CTGCACTGTCCGGTTGTTCA 
CCL2   CGGAACCAAATGAGATCAGAACCTAC 
    GCTTCAGATTTACGGGTCAACTTCAC 
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3. Curva de disociación de la pareja de cebadores, manteniendo muestras a 95ºC 
durante 15 segundos a 60ºC durante 1 minuto, 95ºC durante 15 segundos. Por 
último, a 60ºC durante 15 segundos. El gen 36B4 de ratón fue usado como 
control interno para normalizar la variación de cantidad de RNA. La cantidad del 
mRNA diana en las muestras fue estimada por el método de cuantificación 
relativa 2-ΔΔCT (Livak y Schmittgen, 2001). 








Por último, para ver la expresión de Dngr1 en tejido, se realizó una PCR semicuatitativa 
de varias regiones del cerebro y del bazo (spleen) con el kit AmpliTaq Gold® (Applied 
Biosystems), usando 5 ng de cDNA total y 1 µM de primers (Tabla 3). Las muestras de bazo 
fueron diluidas 1/30 relativo a las muestras originales para evitar saturación de la imagen. 
 
Análisis estadístico 
Los análisis estadísticos fueron realizados empleando el software GraphPad Prism 6.0. 
En primer lugar, como requisito para un ajuste paramétrico o no, se determinó la normalidad y 
varianza de muestras. Se calculó si la distribución era normal, típica de población natural 
mediante el test de Kolmogorov-Smirnov (1933; 1948) y, por otro lado, se corroboró la 
homogeneidad de varianzas con el test de Levene (1960). Para la determinación de la 
significancia de las diferencias entra las medias, se usó un ajuste paramétrico y se aplicó la 
prueba de la t de Student con 1 o 2 colas, según fueran muestras pareadas o no. Para las 
situaciones que incumplen requisitos y en donde las comparaciones se tienen que realizar 
entre valores relativos, se utilizó la transformación a arcsen (raíz (valor)) antes de aplicar el test 
de t de Student (Chacón et al., 2015). 
Etapa de desnaturalización (1 ciclo) 
Paso 1 95 ºC, 20 segundos 
 
Etapa de amplificación (40 ciclos) 
Paso 1 95 ºC, 3 segundos 
Paso 2 60 ºC, 30 segundos 
 
Curva de disociación (2 ciclos) 
Paso 1 95 ºC 15 segundos 
Paso 2 60 ºC, 60 segundos 
Paso 3 95 ºC, 15 segundos 
Paso 4 60 ºC, 15 segundos 
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En este estudio, se ha considerado como significativo una probabilidad p < 0,05. Las 
probabilidades se han representado como * p < 0,05, ** p < 0,01 y *** p < 0,001. Los datos 
están representados como medias ± SEM de un número de experimentos (n) indicado en cada 
clase. 
Obtención de Imágenes 
1. Microscopio óptico 
Las imágenes de los marcajes con DAB o X-gal de histoquímica, como las de Giemsa 
de citoquímica, se tomaron empleando un microscopio óptico Nikon Eclipse 50i H550S, usando 
objetivos de 4, 10x, 20x, 40x y 100x INM para imágenes de detalle). Las imágenes fueron 
tomadas con ayuda del software NIS elements. 
Para contajes manuales de células Iba-1 positivas en secciones de cerebro e Iba-1-
MCH II positivas, se hicieron a un aumento de 20x (40x INM para asegurar positivos) usando 
un microscopio de fluorescencia (Zeiss Imager A1). Las imágenes fueron preprocesadas para 
ver co-localización con ayuda del software AxioVision 4.x. 
2. Microscopía Confocal 
Las imágenes de inmunofluorescencia fueron adquiridas con un microscopio confocal 
invertido Leica Spectral TCS SP5 (Leica Microsystems).  
2.1. Mapas del cerebro (imágenes solapadas) 
Los mapas de todo el cerebro fueron tomados usando un objetivo 20x INM y 1,7x de 
zoom digital. La captura en z (z-stack) para las imágenes de proyección máxima a confocal de 
cortes histológicos se realizó cada 4 μm, usando una resolución de 500 x 500 pixeles. 
Sin embargo, para mapas de regiones pequeñas como hipocampo y plexos coroideos, 
fueron adquiridas usando un objetivo de 40x INM y 1,7x de zoom digital y la captura en z cada 
2 μm, usando la misma resolución. Se procedió así a un mapeo que abarcó todo el área 
ocupada por hipocampo, incluyendo las áreas de CA1 y CA3 de la formación hipocampal y el 
giro dentado del Hipocampo dorsal (Figura 3 A), permitiendo realizar recuentos de toda la 
región de interés presente en cada corte. 




- 68 - 
 
2.2 Imágenes estándar 
Se mantiene el objetivo de 40x INM pero con capturas cada 1 μm de grosor, a 1024 x 
1024 píxeles de resolución. Para detalles, se usa un objetivo de 63x con zoom digital de 3x y 
capturas cada 0,5 μm de grosor (para recosntrucciones 3D, se usaron cada 0,25 µm). Las 
excepciones se indican en el pie de cada figura. Las imágenes son presentadas como el 
promedio de todas las proyecciones máximas y manteniendo los parámetros constantes, 
usando controles negativos (secciones teñidas sin el anticuerpo primario pero con el 
secundario para identificar fluorescencia de fondo no específica). De las capturas en z fue 
eliminado el fondo con ayuda del software Leica LAS AF 2.6.3, posteriormente procesadas y 
analizadas usando Adobe Photoshop CC (Adobe Systems) e ImageJ (Rasband, 1997-2016) 
para cuantificación de las regiones de interés o ROI (Region of interest) y contaje celular. Para 
reconstrucción 3D, se usó el plugin 3D viewer para ImageJ.  
Análisis de imágenes 
1. Estereología en regiones de hipocampo 
Para contar el número de células de microglía, así como para los análisis de su 
morfología, se procedió a la reconstrucción del hipocampo, el hipocampo dorsal (HCd) en 
concreto (Figura 3). 
Para ello, en cada contabilización celular se emplearon de 4-6 cortes consecutivos de 
una misma serie. De este modo, en el caso de los cortes generados con criostato se analizó un 
corte cada 300μm, cubriendo un total de unos 1500 μm aproximadamente. Para seleccionar 
esos 5 cortes de cada serie, se establecieron criterios estructurales que nos permitieron dar 
resultados normalizados para poder comparar entre animales de distinta edad y fondo 
genético. Algunos de los cortes consecutivos de la misma serie fueron teñidos con H&E para 
poder discernir mejor las estructuras de referencia. 
En el caso del HCd, el área de análisis comenzó, en un sentido anteroposterior, desde 
la aparición del brazo ventral del giro dentado del hipocampo hasta el final del HCd; de media 
ocupaba el análisis de 5-6 cortes por cerebro, abarcando las regiones aproximadas de -1,28 
mm a -2,80 mm de Bregma (Paxinos y Franklin, 2004); Figura 3 A.  
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Figura 3. Materiales y Métodos.- Reconstrucción tri-dimensional del hipocampo. Procedimiento estereológico 
para cuantificar células Iba-1+ en hipocampo (Por ejemplo CA1). A) Región del hipocampo usado para análisis de 
estereología (Modificado de Brain Allen Atlas, (Allen Institute for Brain Science, consultado en 2016-2017), 
indicando a qué alturas se realizó la reconstrucción del HCd (Paxinos y Franklin, 2004). B) Reconstrucción del 
hipocampo. Las secciones de criostato coronales consecutivas fueron obtenidas (30 μm de grosor) tal como es 
descrito en (Diaz-Moreno et al., 2013). Cada porta contiene una reconstrucción rostro-caudal de 6 secciones de 
cerebro separadas 300 µm entre ellas (Series de 10 regiones), indicado en panel i del apartado B. Mapa 
representativo del hipocampo usado para evaluar con ImageJ (B, panel ii). Los núcleos están teñidos con DAPI 
(azul); los macrófagos/microglía del cerebro se tiñeron usando Iba-1 (Wako). Las imágenes fueron adquiridas en un 
microscopio confocal invertido Leica TCS SP5. Los mapas cerebrales en hipocampo para evaluar la densidad de la 
microglía fueron tomados usando un objetivo de 40x y un zoom digital de 1.7x. Las áreas usadas en la 
cuantificación de Iba-1+ están rodeadas de cuadros verdes, diferenciándose en CA1 y DG (B, panel ii). so, estrato 
oriens; sp, estrato piramidal; sr, estrato radiado; slm, estrato lagunoso-molecular; mo, estrato molecular; po, capa 
polimórfica; sg, capa granular. CA1, cornu ammonis 1; CA3, cornu ammonis 3; DG, giro dentado. 
Para calcular el número de células Iba-1 positivas por estructura, se llevó a cabo el 
sumatorio de los valores obtenidos de los 5 cortes analizados (Figura 3 B, panel i) y se 
normalizó por el número de series obtenidas (5 en el caso del HC).  
Para los recuentos manuales de células positivas de Iba-1+-MHC II+, se realizaron a 
partir de la emergencia del SVZ, definido rostralmente por el límite anterior del cruce del cuerpo 
calloso (Ferrón et al., 2007) y cuando se comienza a visualizar plexos coroideos de ventrículos 
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laterales y tercero (VL y 3V), en un área comprendida entre 1,70 mm—2,92 mm de Bregma. 
Los recuentos de las diferentes densidades de población marcadas se realizaron con ayuda de 
ImageJ. Por último, para recuentos manuales de células Iba-1+ formando un clúster se realizó 
un recorrido por secciones de todo el cerebro desde 1,10 a - 4,5 mm de Bregma. 
Consideramos como clúster a toda agrupación de células solapadas, perdiendo su morfología 
individual. 
3. Evaluación de la morfología 
3.1 Caracterización visual manual 
Las imágenes fueron cogidas en las zonas CA1 del hipocampo y en la corteza 
entorrinal. Las tinciones de células Iba-1+ se visualizaron con un objetivo de 40x y zoom 1,7x 
mapas del hipocampo. Las células Iba-1+ fueron clasificadas morfológicamente de forma 
cualitativa en base a criterios publicados recientemente para animales y humanos envejecidos, 
frente al habitual usado de Kreutzberg et al. (Bachstetter et al., 2015; Karperien et al., 2013; 
Perez-Pouchoulen et al., 2015; Torres-Platas et al., 2014). 
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Figura 4. Materiales y Métodos.- Análisis de morfología mediante análisis de Sholl. Imagen representativa de 
un mapa del hipocampo de ratón CX3CR1-EGFP, mostrando las regiones usadas para el análisis (A, panel i) y una 
captura en detalle de la morfología de la célula (A, panel ii). Imagen en binario de la proyección máxima de la 
imagen de detalle (A, panel iii). En ella se indica el radio del proceso de mayor longitud que corresponde al radio 
del círculo concénntrico más grande y alejado del soma (ending radius o radio máximo)  y el radio que abarcaría el 
soma (starting radius o radio inicial). Los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul); los macrófagos/microglía del 
cerebro fueron tomados aprovechando la fluorescencia directa de las células EGFP de los animales CX3CR1 (verde) 
en este caso. Las imágenes fueron adquiridas en un microscopio confocal invertido Leica TCS SP5. Los mapas 
cerebrales de la figura para evaluar la densidad de la microglía fueron tomados usando un objetivo de 40x y un 
zoom digital de 1,7x, mostrando imágenes de detalle a 63x de una célula EGFP positiva. (B) Ejemplo del resultado 
arrojado en el análisis de Sholl (paneles i-v). Región reconocida por el software de análisis (B, panel i), donde se 
marcan los diferentes círculos concéntricos. En ii-v se indican los 4 métodos usados para el análisis: lineal (i), 
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3.2. Análisis de Sholl aplicado a la microglía 
La cuantificación de la morfología de las células se realizó contando el número de 
intersecciones de los procesos celulares con los círculos concéntricos mediante el análisis de 
Sholl (Sholl, 1953) (Figura 4B, panel i). En este caso, se utilizó un método basado en los 
adaptados para analizar microglía (Baron et al., 2014; Catalin et al., 2013) y sobre imágenes de 
bits (Figura 4 A, panel i-ii) en 2 dimensiones (Ferreira et al., 2014). Primero se realizó en 
secciones de hipocampo de ratones CX3CR1-GFP, aprovechando la fluorescencia directa de 
GFP y con el objetivo de poner a punto el método y, a continuación, sobre cortes de ratones 
SAM, usando Iba-1 como marcador. 
Para ello, primero se partió de proyecciones en z de la imagen tomada con el 
microscopio confocal invertido (Figura 4B, panel ii) para asegurar que se eligieron células 
completas y se descartaron células mal cogidas o con artefactos. A continuación, se 
identificaron sobre la imagen de proyección máxima y se pasó a escala de grises la proyección 
en z para realizar un preprocesado, eliminando ruido y elementos celulares que no pertenezcan 
a las células identificadas anteriormente. A continuación, se pasó a imagen binaria 
estableciendo un criterio arbitrario pero constante de fondo de marcaje. Las imágenes se 
calibraron a escala de micras y, por último, se usó el plugin de análisis de Sholl marcando un 
radio desde el centro del soma hasta el final del proceso de mayor longitud de la célula que se 
fija como radio máximo o ending radius, coincidiendo con el radio del círculo concéntrico más 
grande trazado para esa célula (Figura 4, panel iii).  
Para todas las células, se especifica el mismo radio de inicio o starting radius a partir del 
cual el software no considera como soma (5µm de radio), margen entre los radios de círculos 
concéntricos (cada 0,382 µm, ensayado sobre varios diámetros) y los número de réplicas del 
análisis (3 por intersección), especificando el número de ramificaciones primarias para cada 
célula en cada caso. Las células se analizaron bajo 3 métodos: normalizado, semilogarítmico y 
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Aislamiento y caracterización de células mieloides en el cerebro sano 
Como hemos mencionado en la Introducción, las células mieloides en el SNC 
representa una clase heterogénea de células del sistema inmune innato que contribuyen al 
mantenimiento de la homeostasis en los tejidos durante el desarrollo y la edad adulta (Ajami et 
al., 2011; Butovsky et al., 2012; Ginhoux et al., 2010; Gómez-Perdiguero et al., 2015; Prinz et 
al., 2017). Su papel en la fisiología y patología del cerebro no se conoce completamente en la 
actualidad.   
El primer objetivo de esta tesis ha sido el aislamiento y caracterización de las diferentes 
subpoblaciones de células mieloides en el cerebro sano de ratones adultos. Para ello, nos 
hemos servido del uso de ratones transgénicos que nos permite visualizar las distintas 
subpoblaciones de células mieloides y un seguimiento adecuado de su purificación, seguido de 
la caracterización de las células con marcadores específicos mediante análisis por citometría 
de flujo.  
A diferencia del cerebro embrionario o postnatal temprano de ratón, en el cerebro adulto 
de los mamíferos existe gran cantidad de mielina; una estructura multilaminar de naturaleza 
lipoproteica que rodea los axones de la neurona. Uno de los retos más importantes en la 
caracterización de las células del cerebro es precisamente su purificación. Para el aislamiento 
de células de la masa cerebral se llevaron a cabo protocolos basados en gradientes 
discontinuos de Percoll, tal y como se describe en el apartado Materiales y Métodos. Estos 
gradientes han sido aplicados para aislar varios tipos celulares en el cerebro (neuronas y 
oligodendrocitos) y orgánulos subcelulares, así como para el aislamiento de microglía y 
leucocitos (Cardona et al., 2006; Pino y Cardona, 2011). El protocolo desarrollado en este 
trabajo es una modificación del método descrito por Cardona et al (2006); (London et al., 2013) 
y ha sido publicado por nuestro grupo (Quintana et al., 2015).  
1. Visualización de células mieloides en parénquima cerebral, 
meninges y plexos coroideos  
1.1. Expresión de células CSF1R-EGFP positivas en el cerebro de ratón 
sano 
En primer lugar, para visualizar y estudiar la localización de las células mieloides en el 
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(Figura 1A) codifica para el receptor del factor estimulante de colonias de macrófagos 
(CSF1R/CD115), el cual se expresa en cerebro en células que tienen un origen mieloide 
(Sasmono et al., 2003). Será referido a partir de ahora como ratones Csf1r-EGFP. Los cerebros 
de estos ratones sanos de 4 y 10 meses (m), se fijaron y extrajeron como se indica en el 
apartado Materiales y Métodos. Las secciones coronales de los cerebros cortados en criostatos 
fueron evaluadas mediante microscopía confocal para la visualización de la proteína EGFP. 
Uno de los objetivos de este trabajo fue caracterizar con mayor detalle la morfología y 
localización de estas células mieloides del cerebro que no se corresponden con las células de 
microglía propiamente dichas y que cuando comenzó este trabajo no habían sido muy 
estudiadas (Prinz et al., 2017). 
 En la visión general del mapa se observa que las células CSF1R-EGFP+ mantienen una 
estructura muy organizada, dando una apariencia de compartimentalización y regionalización 
del entorno cerebral, tal como se describieron en los trabajos de (Davalos et al., 2005; 
Nimmerjahn et al., 2005). En cambio, las células CSF1R-EGFP+ del resto de las localizaciones, 
presentan en general una forma más ameboide, con menor ramificación y procesos cortos y 
engrosados (Figura 1B, panel b, c y d). 
En la Figura 1B, mostramos que las células CSF1R-EGFP+, presentes en el cerebro de 
ratón en homeostasis, pueden diferenciarse en cuatro categorías que se diferencian en su 
localización y/o morfología tal y como se había descrito anteriormente (Prinz y Priller, 2014) 
(Figura 2 Introducción): 
 
1. Las células de microglía: (Figura 1B, panel a) son las células situadas en el 
parénquima cerebral (BP). La microglía son las células inflamatorias del SNC descritas 
por Del Río-Hortega (1919) y actualmente se consideran como los macrófagos 
residentes del cerebro (Aguzzi et al., 2013; Greter et al., 2015). 
2. Macrófagos de las meninges (m) (Figura 1B, panel b), situados en las leptomeninges 
y en concreto en la piamadre (o membrana pial), la membrana meníngea interna en 
contacto con el SNC (encéfalo y médula espinal). 
3. Macrófagos de los plexos coroideos (Figura 1B, panel c), situados en los plexos 
coroideos (Ch). Los Ch es una parte del sistema nervioso central en el cerebro y se 
compone de capilares, ventrículos y células ependimarias. El Ch está encargado de 
producir el líquido cerebroespinal (o cefalorraquídeo) que sirve de protección al SNC. 
4. Macrófagos perivasculares (Figura 1B, panel d), situados en los espacios 
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Figura 1. Resultados.- Expresión de EGFP en ratones transgénicos B6N.Cg-Tg (Csf1r-EGFP) 1Hume/J. (A) 
Construcción del ratón transgénico csf1r/fms-EGFP. El gen c-fms codifica para el receptor del factor estimulante de 
colonias de macrófagos (CSF1R/CD115), que en cerebro se expresa sólo por células de origen mieloide. (B) 
Fluorescencia directa de secciones coronales de cerebro del ratón adulto csfr1/fms-EGFP, mostrando células EGFP 
positivas (con objetivo 20x y zoom digital 1.7x). La fluorescencia directa de EGFP es vista en verde y los núcleos 
están teñidos con DAPI (azul). Los paneles a-c muestran las imágenes a 40x (zoom digital 1.7x) de mapas cerebrales 
de subregiones del cerebro, marcando con * las células ampliadas, usando un objetivo de 63x (zoom digital 3x): (a) 
parénquima del cerebro; (b) plexos coroideos; (c) células EGFP positivas en membranas meníngeas y (d) vasos 
sanguíneos para mostrar macrófagos perivasculares. Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio confocal de 
fluorescencia invertido SP5 Leica TCS. Las escalas de las barras están incluidas en las imágenes. Las capturas son 
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Como se muestra con más detalle en la Figura 1B en las ampliaciones (paneles a-d), 
las células mieloides vistas a microscopio confocal presentan una gran diversidad de 
morfologías según su ubicación en el cerebro. Las células CSF1R-EGFP+ situadas en el BP 
(Figura 1B, panel a) tienen un soma pequeño con ramificaciones largas y extendidas, formando 
un entramado homogéneo y abarcando todo el parénquima sin solaparse los procesos con 
células vecinas.  
 Para el estudio de las células CSFR1-EGFP+ situadas en la piamadre, se usaron cortes 
horizontales de 80 µm de los primeros 200 µm de la región apical de los hemisferios cerebrales 
de los ratones Csf1r-EGFP, tal como se indica en el apartado Materiales y Métodos y Figura 
2A, panel i. Se seleccionaron cortes de las regiones que abarcaban la piamadre y glía limitante, 
y sobre ellas se analizaron las células por microscopia confocal para la visualización de las 
células y la reconstrucción tridimensional y los mapas para su posterior contaje. Como se 
muestra en la Figura 2A, panel ii y iii, se observó una densa red de células CSF1R-EGFP+, 
similares en morfología a las células CD11b+ (OX-42) previamente descritas en la piamadre de 
rata (McMenamin, 1999; McMenamin et al., 2003).  
 Para saber si estas células se encontraban en la parte exterior o en el interior del 
parénquima cerebral, se realizó una tinción con un anticuerpo que reconoce la proteína fibrilar 
ácida glial (GFAP). El GFAP es un marcador de astrocitos (Hol y Pekny, 2015) expresado en la 
glía limitante. La glía limitante es la fina capa formada por los pies de los procesos de los 
astrocitos que están asociados a la lámina basal del parénquima; y que junto con las células 
endoteliales de los vasos cerebrales, forman parte de la BHE (Abbott et al., 2006; Bechmann et 
al., 2007; Coureuil et al., 2017; Perry y Teeling, 2013). Como se muestra en la Figura 2A, panel 
iii, las células CSF1R-EGFP+ constituye una barrera de células situadas en la membrana 
meníngea por encima del área de células GFAP+. Por lo tanto, se observa claramente que las 
células mieloides CSF1R-EGFP+ con una morfología ameboide, están situadas en el exterior 
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Figura 2. Resultados.- Reconstrucción tridimensional de imágenes de confocal de las células mieloides de la 
meninges en ratones transgénicos B6N.Cg-Tg (Csf1r-EGFP) 1Hume/Js. (A) Se muestra la reconstrucción 
tridimensional a partir de imágenes de confocal a 63x de secciones de 80 µm horizontales en vibratomo (panel i) que 
contienen la piamadre de las meninges y parte de parénquima cerebral (indicado como 1 y 2 respectivamente) de 
ratones Csf1r-EGFP (Panel ii y iii). Las secciones fueron teñidas con GFAP que reconoce astrocitos (en rojo); la 
fluorescencia de EGFP de las células mieloides fue visualizada de forma directa (verde), mientras que los núcleos 
fueron teñidos con DAPI (azul). Las series en z (0.30 µm, 63x, 62 µm en Z) fueron también adquiridas por 
microscopia confocal y procesado con ImageJ, mediante el plugin high-level 3D visualization framework. (B) 
Ilustración de las meninges; la membrana pial o piamadre está íntimamente adherida a la superficie del encéfalo y 
médula espinal, siguiendo todas sus concavidades y convexidades. Entre piamadre y aracnoides se localiza el 
espacio subaracnoideo que contiene una red filamentosa de hebras (trabéculas) de tejido conectivo y está atravesado 
por numerosas arterias y venas. La piamadre está separada del parénquima cerebral por la glía limitante, constituida 
por una delgada barrera formada por los pies astrocitarios y asociada con la lámina basal del parénquima que rodea 
el cerebro y médula espinal. (Crossman y Neary, 2007). (C) Captura de imagen de meninges a microscopio confocal 
con un objetivo de 40x, mostrando el marcaje de las células mieloides EGFP positivas (verde) y de vasos sanguíneos 
con CD31 (en rojo); los núcleos van teñidos con DAPI (azul). Los recuadros muestran capturas a 63x (digital zoom 
3x) de las células marcadas con una flecha. Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio confocal de 
fluorescencia invertido Leica SP5 Leica TCS. Las barras de escala están incluidas en cada imagen. a, vaso 
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El análisis de las células EGFP+ situadas en el resto de las localizaciones se muestran 
en la Figura 3 y 4. Los macrófagos de los plexos y perivasculares están en íntimo contacto con 
los vasos sanguíneos. Para una mejor localización, teñimos los cortes cerebrales con el 
marcador CD31. CD31, también conocido como PECAM-1 (Platelet endothelial cell adhesion 
molecule), es utilizado en inmunohistoquímica como un marcador de células endoteliales (Liu y 
Shi, 2012; Pisacane et al., 2007). En la Figura 3A, mostramos un esquema del plexo coroideo, 
en el que se observa que las células epiteliales se encuentran en contacto con las células 
endoteliales (CD31+).  
 
Figura 3. Resultados.- Expresión de EGFP en los plexos coroideos de ratones transgénicos B6N.Cg-Tg (Csf1r-
EGFP) 1Hume/J. (A) Ilustración de un plexo coroideo, indicando la situación de las células mieloides cerca del 
endotelio vascular o por fuera del epitelio que recubre los plexos coroideos, modificado de (Meeker et al., 2012). (B 
y C) Imágenes a 40x de células EGFP y CD31 positivas en el plexo coroideo. El recuadro en el panel B muestra una 
reconstrucción 3D a partir de imágenes en confocal a 63x (zoom digital 3x) de la región señalada sobre la imagen a 
40x en línea discontinua. El recuadro en C muestra una ampliación a 63x de las células señaladas con la fecha 
blanca. (D) Detalle a objetivo 63x con zoom 5x de células mieloides en íntimo contacto con vasos sanguíneos del 
plexo coroideo. El recuadro ofrece una reconstrucción 3D de la célula mieloide indicada con la flecha blanca a partir 
de las imágenes en z. (E) Detalle de una sola captura en z en el microscopio confocal a 63x con zoom 8x  de un 
plexo coroideo,  mostrando  una células EGFP+ (en verde) rodeando a las células endoteliales CD31+ del vaso 
sanguíneo (en rojo). Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio confocal de fluorescencia invertido Leica 
SP5 TCS a partir de secciones de criostato de 30 μm de grosor. Los núcleos están teñidos con DAPI (azul); las 
células mieloides son visualizadas con la fluorescencia directa de EGFP (verde); células positivas para CD31, que 
marcan vasos sanguíneos (rojo) y las células del epitelio de plexos coroideos están teñidas con queratina 5 o K5 
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Como se muestra en la Figura 3, paneles B-D, cuando analizamos las 
inmunofluorescencias, se observa que las células CSF1R-EGFP+ del plexo coroideo son más 
brillantes que las del BP, de forma ameboide y en íntimo contacto con las células endoteliales 
de los vasos sanguíneos del plexo, marcadas con CD31.  
El endotelio vascular está separado del epitelio de los plexos por una matriz de estroma 
que contiene numerosos macrófagos y células dendríticas. Las células pueden transmigrar a 
través de las fenestraciones del endotelio vascular. Para llegar al fluido cerebroespinal (CSF) 
de los ventrículos cerebrales, las células que migran como macrófagos residente y las células 
dendríticas, deben atravesar el estroma y el epitelio, los cuales contienen uniones estrechas 
que forman la barrera sangre-líquido cefalorraquídeo (BHE) (Meeker et al., 2012). Usando el 
marcador de citoqueratina 5, que reconoce las células epiteliales de los plexos coroideos (Alam 
et al., 2011), nos permite distinguir si la localización de estas células es dentro de cavidad 
estromática o si por el contrario se encuentran en el espacio ventricular. Si bien algunas células 
se localizan por fuera, la mayoría se localizaron dentro del espacio estromático, cerca de los 
vasos (Figura 3, panel B-E). 
En el parénquima del cerebro, aparte de la microglía, se observa la existencia de 
células CSF1R-EGFP+ que se sitúan alrededor de los espacios vasculares, en particular en los 
vasos que irrigan el BP (Figura 4). Se sabe que el cerebro es un órgano altamente 
vascularizado (Cipolla, 2009; Decimo et al., 2012) y se conoce la existencia de macrófagos 
perivasculares situados entre las láminas basales del vaso. Para poder visualizar si estas 
células EGFP+ son realmente macrófagos perivasculares, analizamos en primer lugar las 
tinciones del parénquima cerebral con anticuerpos anti-CD31. Se observa células CSF1R-
EGFP+ rodeando y en íntimo contacto con las formaciones vasculares (CD31+). Para discernir 
si estas células estaban situadas en el propio parénquima celular o eran macrófagos 
perivasculares propiamente dichos, se realizó una doble inmunofluorescencia con anticuerpos 
que reconocen la laminina. La laminina es una glicoproteína que constituye uno de los 
principales componentes de las membranas basales, se encuentra rodeando el endotelio y 
encierra pericitos y células del músculo liso en la pared del vaso (Sixt et al., 2001; Yousif et al., 
2013). Se utilizó un anticuerpo pan-laminina, que reconoce varias isoformas, en concreto las 
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Figura 4. Resultados.- Expresión de EGFP en vasos sanguíneos de ratones transgénicos B6N.Cg-Tg (Csf1r-
EGFP) 1Hume/J. (A y B) Imágenes de confocal a 40x de células EGFP positivas del parénquima cerebral y 
capturas a 63x (digital zoom 3x) de las células marcadas con una flecha. Las células aumentadas en detalle muestran 
los núcleos teñidos de DAPI (azul) y vasos sanguíneos con CD31 (rojo). (A) Muestra el marcaje de pan-laminina 
que reconoce la membrana basal de los vasos (en blanco), donde se aprecia la diferencia (indicado con flechas), 
entre células de parénquima y las células en posición perivascular. (B) Se muestra el marcaje con GFAP de 
astrocitos (mostrado en blanco), donde las flechas señalan un macrófago perivascular entre las células GFAP+ y 
CD31+. (C) Imágenes de microscopía confocal mostrando un vaso sanguíneo al detalle (objetivo 63x, zoom digital 
3x). Con doble asterisco (**) se marca una célula positiva para Csf1r-EGFP cerca del vaso sanguíneo (en posición 
yuxtavascular) y con una flecha verde se marca un macrófago perivascular. El recuadro muestra una reconstrucción 
3D de células positivas para Csf1-EGFP perivascular. Las flechas naranjas dentro del recuadro indican ambas 
membranas basales (endotelial y de parénquima) alrededor de las células positivas para Csf1-EGFPl. (D) Las células 
Csf1r-EGFP+ están, de hecho, en contacto íntimo con la membranas basales; cuando eliminamos la señal EGFP de 
la imagen de confocal (en recuadro), aparecen como “huecos” dejados por la tinción de laminina. Las imágenes 
fueron obtenidas con un microscopio confocal de fluorescencia invertido Leica SP5 a partir de secciones de criostato 
(30 μm de grosor). Las barras de escala están incluidas en las imágenes. Las imágenes son representativas de un 
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1.2. Expresión de Iba-1 en el cerebro 
Como se ha descrito en la Introducción, uno de los marcadores de microglía más 
utilizados en el campo para la visualización de microglía es Iba-1 (ionized calcium binding 
adapter molecule 1). Iba-1 es una proteína de unión a calcio específica de 
microglía/macrófagos (Ito et al., 1998). En este apartado, se analiza la expresión de Iba-1 en 
las distintas localizaciones dónde se había visualizado células CSF1R-EGFP+ en el cerebro. Se 
realizaron tinciones de los cortes de cerebros de ratones Csfr1-EGFP+ con este marcador y se 
analizaron mediante microscopía confocal, tal como se especifica en el apartado Materiales y 
Métodos. Para contajes se recurrió a mapas de regiones concretas y capturas de imágenes a 
40x.  
Como se muestra en la Figura 5, existe co-expresión de Iba-1 en el 99 ± 0.7% de 
células CSF1R-EGFP+ en el BP en las secciones de criostato analizadas (Figura 5, panel A). 
Las células Iba-1low/- CSF1R-EGFP+ en el parénquima cerebral son escasas (0,3 ± 0,4%) y las 
pocas que se encontraron estaban cerca de vasos sanguíneos, posiblemente macrófagos 
perivasculares. En inmunofluorescencia de plexos coroideos en secciones de criostato, aparte 
de la abundante población CSF1R-EFGP+-Iba-1+, existe una población de células Iba-1low/- 
CSF1R-EGFP+, contabilizando 7 ± 2% del total de células CSF1R-EGFP+ en los plexos 
coroideos (Plexo Ch, en la Figura 5, panel B). En ningún caso se pudo observar células Iba-1+ 





- 84 - 
 
Figura 5. Resultados.- Expresión de EGFP e Iba-1 en el ratón adulto sano transgénicos Csf1r-EGFP. Co-
localización de inmunofluorescencias representativas de Iba-1 (Wako) y fluorescencia directa de EGFP en secciones 
coronales en el cerebro CSF1R-EGFP de: (A) parénquima cerebral, (B) plexos coroideos, (C) secciones horizontales 
de 80 µm de BP con membranas meníngeas (membrana pial). La columna i) muestra la tinción de Iba-1 en rojo 
(Cy3) y la tinción nuclear en azul (DAPI). La Columna ii) muestra la fluorescencia directa de EGFP en verde y la 
tinción nuclear en azul (DAPI). La columna iii) muestra imágenes de fluorescencias combinadas de Iba-1 en rojo 
(Cy3) y EGFP en verde. Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio confocal de fluorescencia invertido SP5 
TCS, con objetivos de 40x (paneles principales) y a 63x con un zoom digital 3x (recuadros de detalle), que muestra 
las células marcadas con un asterisco en los paneles principales. Las barras de escala están incluidas en las 
imágenes. Las imágenes son representativas de al menos 3 diferentes preparaciones. El porcentajes de células Iba-1+ 
CSF1R-EGFP+ en cada área del cerebro está indicada como media ± SEM de n=3 animales ♂. En las preparaciones 
de meninges, las CSF1R-EGFP+ evaluadas fueron aquellas situadas en los primeros 30 µm de secciones horizontales 
de vibratomo de 80 µm. 
 
Cuando se analizaron las preparaciones de meninges, a partir de los cortes de 80 µm 
de vibratomo, se observaron células CSF1R-EGFP+ que eran claramente Iba-1low/- , 
contabilizando 97 ± 2% del total de células CSF1R-EGFP+ (Figura 5, panel C); de hecho, la 
mayoría de las células muy brillantes CSF1R-EGFP+ localizadas en la membrana pial fueron 
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Por lo tanto, podemos concluir que en BP y en los plexos Ch, la expresión de 
CD115/CSF1R e Iba-1 co-localizan pero no en las células CSF1R-EGFP+ de las meninges. Por 
lo tanto, Iba-1 no es un buen marcador para visualizar los macrófagos de las meninges.  
2.  Aislamiento y caracterización de células mieloides del cerebro de 
ratón adulto 
2.1. Aislamiento de células de cerebro CSFR1-EGFP positivas  
El interés en el aislamiento de las células mieloides del cerebro adulto es creciente, 
dada la importancia del estudio de los procesos de infiltración en el SNC de leucocitos como 
resultado de la permeabilidad de la BHE, la diferenciación de progenitores o la proliferación de 
microglía propiamente dicha en la fisiología y patología cerebral (Björkqvist et al., 2008). Por lo 
tanto, el siguiente objetivo ha sido el aislamiento de las células mieloides del cerebro de ratón 
adulto, basándonos en los protocolos de gradientes discontinuos de percoll, tal como ha sido 
descrito en el apartado de Materiales y Métodos.  
Para llevar a cabo este objetivo, los ratones wt y Csfr1-EGFP de edades especificadas 
en las leyendas de las figuras, fueron anestesiados y perfundidos durante 5 minutos con un 
volumen total de 25 ml de PBS (ver Materiales y Métodos). Este procedimiento nos asegura la 
eliminación de células procedentes de la circulación sanguínea periférica en los siguientes 
pasos de purificación. Una vez eliminados los restos de sangre, los cerebros presentaban un 
color blanquecino y pasamos a la disección de distintas partes del cerebro. Por un lado, 
aislamos las membranas de las meninges y los plexos coroideos (m/Ch); debido al escaso 
número de células que se obtienen de estas localizaciones, el análisis de las células m/Ch por 
citometría y q-PCR se han realizado en un grupo común. Ambas regiones están 
anatómicamente relacionadas en el desarrollo (tela coroidea con la cisterna magna y contiguo 
a la piamadre sobre el tronco cerebral) (Robinson y Goldstein, 2007). Además, ambas 
localizaciones están en contacto con el exterior del SNC y por lo tanto son la primera barrera 
que detecta la inflamación que transcurre a nivel sistémico y su efecto en el cerebro (Schwartz 
y Deczkowska, 2016; Skarica et al., 2009). Por otro lado, se homogenizó y se digirieron el resto 
del cerebro, con excepción de los bulbos olfatorios y el cerebelo como ya ha sido descrito 
anteriormente. Las preparaciones celulares así obtenidas (BP) se utilizaron para los siguientes 
análisis y las células aislada. Mediante tinción de Giemsa, muestran en su mayoría morfología 
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Una vez aisladas las células de estas dos localizaciones en ambos tipos de ratones: 
membranas m/Ch y BP, se hizo una exclusión de dobletes mediante los análisis indicados en la 
Figura 6.  
Figura 6. Resultados.- Estrategia de selección de poblaciones (gating) para análisis por citometría de flujo: 
(A) Imagen representativa de las células aisladas por gradiente de Percoll en muestras de BP, teñidas con Giemsa. 
(B) Las células fueron obtenidas y marcadas tal como se describe en el apartado de Materiales y Métodos de 
muestras de cerebro sin m/Ch (BP) y de m/Ch. Antes de comenzar el análisis por citometría de flujo, se añade 
ioduro de propidio (PI; 0,5 µg/ml) para determinar la viabilidad celular.  Las células fueron primero seleccionadas 
(P1) en base al tamaño y complejidad (SSC vs FSC). Se descartaron dobletes mediante análisis de FSC-H vs FSC-W 
y SSC-H vs SSC-W y se seleccionaron las células IP negativas (i.e. células vivas) para continuar los análisis. 
 
En ellos, se analizó la dispersión frontal de la luz (forward scatter, FSC), valor 
proporcional al tamaño celular, y la dispersión de la luz ortogonal (SSC), proporcional a la 
cantidad de estructuras granulares o complejidad de la célula. Una vez eliminados digitalmente 
los residuos celulares y los dobletes, se analiza la expresión de la proteína fluorescente EGFP 
mediante citometría de flujo de las células obtenidas de los ratones salvajes (wt) y los ratones 
Csf1r-EGFP, junto con la expresión del marcador celular CD45. Como se ha mencionado en la 
Introducción, la mayoría de las células del cerebro: astrocitos, neuronas y oligodendrocitos son 
de origen ectodérmico (Pino y Cardona, 2011) y no son positivas para el marcador celular 
CD45. La microglía se considera la única célula propiamente del cerebro que presenta una 
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 En la Figura 7 se muestra la expresión y porcentaje de las células CD45+ EGFP+ 
aisladas de estas dos cepas de ratón. En el panel A, se muestran los análisis por citometría de 
las células procedentes del BP, las células CD45+ constituyen el 30-40% de células totales 
vivas aisladas en el cerebro sin m/Ch (Figura 7A, paneles i-iv). El porcentaje de células CD45+ 
obtenidas fue similar en wild type (wt) y ratones Csf1r-EGFP. En células aisladas de ratones 
Csf1r-EGFP, más del 96% de las células fueron CSF1R-EGFP+ CD45+ Las células CD45+ 
EGFP- aisladas de los ratones Csfr1-EGFP fueron escasas en ambos tipos de preparaciones. 
Figura 7. Resultados.- Identificación de células CSF1R-EGFP y CD45 positivas en el cerebro. Diagramas de 
punto de citometría de flujo de células vivas aisladas de (A) cerebro excepto bulbos olfatorios, cerebelo, membranas 
meníngeas y plexos coroideos (B) membranas meníngeas y plexos coroideos (m/Ch). Las células fueron aisladas de 
ratones wild type (wt) y Csf1r-EGFP, y teñidas con control de isotipo (APC rat IgG2b; panel i) o con APC rat anti-
mouse CD45 (paneles ii y iii). El panel iv muestra la media aritmética ± SEM (n= 5) del porcentaje de células 
aisladas de CD45+ (en negro) y CD45- (en blanco). El panel v representa la media aritmética ± SEM (n= 5) del 
porcentaje de células EGFP+ de las células Csf1r-EGFP aisladas. La estrategia de selección fue descrita en la Figura 
6. 
En Figura 7, panel B, se muestran los análisis de las células obtenidas de las 
preparaciones m/Ch. En los ratones Csfr1-EGFP y wt no se detectaron diferencias en el 
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porcentaje de células CD45+ totales fue algo menor (entre el 20-30%) con respecto al 
porcentaje obtenido en BP (25-40%) (Figura. 7A y B, paneles i–iv). De las células CD45+ 
aisladas del ratón Csfr1-EGFP, más del 96% de las células fueron CSF1R-EGFP+ CD45+, del 
mismo modo que para parénquima. Para incluir esta pequeña subpoblación de CSF1R-EGFP- 
CD45+ en este estudio, se usó de marcaje CD45 en vez de expresión de EGFP para estudiar 
las células mieloides del cerebro en los análisis consecutivos. 
2.2. Caracterización de células CD45 positivas en el parénquima cerebral 
Una vez que habíamos conseguido aislar eficientemente las células mieloides del 
cerebro del ratón adulto, el objetivo ha sido la caracterización de los distintos tipos celulares en 
el cerebro sano. Como ya se ha mencionado anteriormente en la Introducción, la existencia de 
células dendríticas en el cerebro ha sido anteriormente propuesta en ratones, ratas y humanos 
(Hanly y Petito, 1998; Matyszak y Perry, 1996; McMenamin, 1999; Pashenkov et al., 2001; 
Serot et al., 1997), estas células tienen marcadores específicos de células dendríticas como 
son el marcador CD11c, también conocido como ITAGX (Integrin, alpha X (complement 
component 3 receptor 4 subunit). Por lo tanto, para poder estudiar la existencia de este tipo 
celular, utilizamos una aproximación experimental que ya ha sido utilizado en otros contextos 
celulares; (Anandasabapathy et al., 2011; Miller et al., 2003) y se especifica en detalle en el 
apartado Materiales y Métodos. Para ello, los ratones fueron inyectados con una línea celular 
tumoral como son las B16-Flt3L que son capaces de producir grandes cantidades de Flt3L. 
Como se indica en la Introducción, el receptor de tirosina quinasa similar a Fms-3 (Flt3: Fms-
like tyrosine kinase 3) y su citoquina ligando (Flt3L) juega un papel central en la hematopoyesis 
y el sistema inmune, estableciendo cascadas de señalación cruciales para el desarrollo y la 
homeostasis de los progenitores hematopoyéticos y las células dendríticas presentadoras de 
antígenos (Verstraete et al., 2011). El ligando Flt3L contribuye a la diferenciación de 
progenitores pero no de monocitos, dando lugar a la expansión tanto de células dendríticas 
clásicas (cDCs) como plasmacitoides (pDCs) en todos los órganos linfoides y no linfoides 
(Anandasabapathy et al., 2011; Hashimoto et al., 2011; Kingston et al., 2009; Verstraete et al., 
2011), (ver Figura 3 Introducción).  
En la Figura 8, se muestran los análisis mediante citometría de flujo de las 
preparaciones celulares del BP procedentes de ratones wt sin tratar (-Flt3L) o tratadas con 
B16-Flt3L (+Flt3L). Las células aisladas del BP se analizaron en función de la cantidad del 
marcador CD45+ expresado y en función de la intensidad de fluorescencia. En concordancia 
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y CD45h (intensidad alta). Como se muestra en la Figura 8, panel A, el tratamiento con Flt3L no 
incrementó el número total de células CD45+ aisladas (apartado I). Sin embargo, sí incrementó 
el porcentaje de células en CD45h en la población CD45+ aisladas (apartado II). Para dilucidar 
si estas células CD45h eran de naturaleza mieloide, se empleó un marcador como el CD11b. 
CD11b es también conocido como cadena alfa M de integrina (ITGAM), se expresa en la 
superficie de muchos leucocitos incluyendo monocitos, neutrófilos, células NK (Natural killer), 
granulocitos y macrófagos (Cazareth et al., 2014; Greter et al., 2015; Hao et al., 2010; Solovjov 
et al., 2005). Estos resultados nos permitieron detectar 3 subpoblaciones diferenciadas en base 
a estos marcadores en las preparaciones de BP. La más abundante (69 ± 7% de células 
CD45+) fue CD45mCD11b+; estas células se corresponden con la microglía de cerebro, basado 
en el marcaje de intensidad media de CD45 y expresión CD11b.  
Figura 8. Resultados.- Análisis de células CD45+ del cerebro sin m/Ch (parénquima cerebral) en ratones wt 
C57BL/6  tratados con Flt3L. (A) Los ratones no tratados (-Flt3L) o inyectados con células tumorales productoras 
de B16-Flt3 (+Flt3L) y las células mieloides aisladas del cerebro con y sin m/Ch (14 días post inyección), fueron 
teñidas con APC rat anti-mouse CD45. Las barras de gráficos muestran la cuantificación de células CD45+ (en 
negro) como un porcentaje del total de las células vivas en ratones -Flt3L y +Flt3L. Las barras de los gráficos 
muestran el porcentaje de las células con alta expresión de CD45 (CD45h) en ratones -Flt3L, comparado con ratones 
+Flt3L. (B) Las células fueron doblemente teñidas con APC rat anti-mouse CD45 junto con Cy7-APC rat anti-
mouse CD11b. (C) Número de células aisladas CD45m, CD11b+ y CD11blow (nº de células/1000 células de 
parénquima CD45+). La estrategia de aislamiento como en Figura 6. Se muestran gráficas de punto representativas y 
los datos muestran la media ± SEM de un total de 7-8 experimentos independientes  
En la Figura 8, panel B, se muestra así mismo la existencia de otras dos poblaciones de 
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CD45hCD11blow (15 ± 5%). Presumiblemente, estas células corresponden a células de origen 
periférico tal como se describió usando irradiación de quimeras (Ford et al., 1995). 
2.3. Caracterización de células CD45 positivas en las membranas 
meníngeas y plexos coroideos 
Se llevaron a cabo análisis similares a los anteriores en preparaciones celulares de 
m/Ch (Figura 9). En ausencia de Flt3L, el porcentaje de células CD45+ fue de 32 ± 6%, y 
aumentó al 44 ± 6% tras el tratamiento con Flt3L en estas localizaciones del cerebro, aunque 
no hay diferencias significativas entre los grupos (Figura 9, panel A).  
Figura 9. Resultados.- Análisis de las células CD45+ de las membranas meníngeas y plexo coroideo de ratones 
C57BL/6  tratados con Flt3L. (A) Células mieloides, aisladas de m/Ch de ratones no tratados (-Flt3L) o inyectados 
con células tumorales secretoras de Flt3 (+Flt3L), fueron teñidas con APC rat anti-mouse CD45. Las células CD45+ 
se seleccionaron como en Figura 8. El panel I muestra la cuantificación de células CD45+ (en negro) como un 
porcentaje de las células totales vivas en ratones +Flt3L y -Flt3L. (B) Las células fueron teñidas con APC rat anti-
mouse CD45 junto con Cy7-APC rat anti-mouse CD11b. (C) Número de células aisladas CD45m, CD11b+ y 
CD11blow (nº de células /1000 células CD45+ de m/Ch). El apartado II del panel A muestra las células 
CD45hCD11blow (en negro) y CD45hCD11b+ (en blanco) como un porcentaje de todas las células CD45+ de ratones  
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El análisis de expresión de los marcadores CD45 y CD11b nos permitió distinguir sólo 
dos poblaciones: CD45hCD11b+ (66 ± 2%) y CD45hCD11blow (26 ± 1%) (Figura 9, panel B). En 
estas preparaciones, el porcentaje y número de células CD45+ totales obtenidas de m/Ch no 
está afectado de forma significativa por el tratamiento con Flt3L aunque sí aumentó 
significativamente la proporción de células CD45hCD11blow (26 ± 1%) frente a un (8 ±2%) en los 
animales sin tratar (Figura 9, panel A y B). 
2.4. Análisis de células CD11c positivas en cerebro de ratón en 
homeostasis  
Hasta ahora, hemos mostrado que el tratamiento de los ratones sanos con Flt3L 
provoca un aumento de células CD45+ en el cerebro, que presentan una mayor fluorescencia 
para este marcador. Nuestros datos están de acuerdo con los publicados por otros autores en 
los que se observa un incremento del compartimento de células dendríticas cerebrales (bDCs) 
que se expanden tras el tratamiento con Flt3L.  
Estas células son CD45hCD11c+MHC II+ (Anandasabapathy et al., 2011; Greter et al., 
2005). Por lo tanto, quisimos comprobar si eran estas células las que nosotros expandíamos en 
nuestro paradigma experimental. Como mostramos en la Figura 10, panel A, nuestras células 
no se tiñeron con el marcador CD11c. Estos datos son inesperados, ya que como se ha 
descrito en la Introducción, se han visualizado células CD11c+ en el cerebro de ratón sano 
CD11c-YFP (Bulloch et al., 2008) o CD11c-GFP (Prodinger et al., 2011). Además, en un 
estudio previo se constató el enriquecimiento en células CD11c+ consecuencia del tratamiento 
con Flt3L (Anandasabapathy et al., 2011). Una explicación podría ser que los tratamiento con 
las diferentes fosfatasas, durante el proceso de aislamiento celular (ver apartado Materiales y 
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Figura 10. Resultados.- Análisis de subpoblaciones de células CD45+ de BP y m/Ch. (A) Las células 
parenquimales del cerebro CD45+CD11b+ de ratones tratados con Flt3L pueden ser separados en 3 subpoblaciones: 
CD45m CD11b+; CD45h CD11b+ y CD45h CD11blow. Los histogramas de la derecha muestran las tinciones de CD45, 
CD11b y CD11c de las células mieloides del cerebro, con o sin m/Ch (parénquima): los histogramas en blanco 
representan el control con los isotipos y los histogramas en negro representan las tinciones específicas con los 
anticuerpos indicados. (B) Las células de m/Ch CD45+CD11b+ de ratones tratados con Flt3L pueden ser separados 
en 2 subpoblaciones: CD45h CD11b+ y CD45h CD11blow. Los histogramas de la derecha muestran la tinción de las 
células mieloides de m/Ch de CD45, CD11b y CD11c: los histogramas en blanco representan el control de los 
isotipo y los histogramas de negro representan tinciones específicas con los anticuerpos indicados. Se muestran 
gráficas de punto representativos y los datos muestran la media ± SEM de 7-8 experimentos independientes. 
2.5. Análisis de la expresión del MHC II en el cerebro sano de ratón  
Como se describe en la Introducción, el complejo mayor de histocompatibilidad de clase 
II (MHC II), es un tipo de molécula que normalmente se encuentra sólo en células 
presentadoras de antígenos, tales como las células dendríticas, fagocitos mononucleares, 
algunas células endoteliales, células epiteliales del timo, y linfocitos B (Den Haan et al., 2014; 
Ghosh, 2010; Hume, 2008; Klein et al., 2009; Rose, 1998; Rothermel et al., 2004). Por lo tanto, 
una manera de visualizar posibles células presentadoras de antígeno en el cerebro es 
analizando los niveles de expresión de esta molécula en el cerebro sano. En primer lugar, 
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Figura 11.  Resultados.- Expresión de MHC II en cerebro tratado con Flt3L por inmunofluorescencia. Se 
usaron secciones coronales de cerebros de 30 µm obtenidas en criostato (A y B) y secciones horizontales de 80 µm 
obtenidas en vibratomo para membranas de meninges (C). Las secciones fueron teñidas del siguiente modo: núcleos 
con DAPI (azul); microglía/macrófagos, visualizado por fluorescencia directa de CSF1R-EGFP (verde), anticuerpos 
para MHC II de ratón (rojo). Capturas de imagen a 40x de vasos sanguíneos (A, panel i), plexo coroideo (B, panel i) 
y piamadre (leptomeninge) (C, panel i); el recuadro en el panel C muestra la acumulación de células MHC II+ (en 
rojo) en áreas localizadas. Las áreas amplificadas (a 63x con zoom digital 3x), mostradas en el panel ii están 
marcadas (con una flecha), indicando (A, panel ii) co-localizacion de MHC II, CSF1R-EGFP+ y pan-laminina. El 
recuadro muestra células positivas para MHC II marcadas con una flecha (rojo). (B, panel ii), plexo coroideo, los 
recuadros muestran la señal de EGFP y la tinción de MHC II de forma separada. (C, panel ii), membrana meníngea, 
los recuadros muestran la tinción de EGFP y MHC II de forma separada de la célula señalada con una flecha blanca. 
En panel B y C la tinción con laminina no se muestra. (D, panel i), amplificación a 63x de plexo coroideo, muestra 
el control negativo de la inmunofluorescencia con tiramida. (D, panel ii), co-tinción de células CD11c+ (rojo), 
células MHC II+ (verde) y núcleos con DAPI (azul). Las imágenes individualizadas por canal están mostradas en los 
paneles de la izquierda. Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio confocal de fluorescencia invertido SP5 
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Como se muestra en la Figura 11, sólo se ve expresión de MHC II en plexos coroideos y 
meninges. En parénquima no se llegó a ver marcaje de MHC II, salvo en las inmediaciones de 
vasos y siempre asociado a macrófagos perivasculares (Figura 11, panel A). En la membrana 
pial, la mayoría de estas células CSF1R-EGFP+ fueron MHC II-, y cuando estas células eran 
MHC II+  estaban localizadas cerca de vasos y formando agrupaciones de varias células 
(Figura 11, panel C), así como cierta regionalización de estas agrupaciones en regiones 
concretas del cerebro (Figura 11, panel D). Las células MHC II en la membrana meníngea 
fueron preferentemente detectadas en ratones +Flt3L, en concordancia a los resultados de 
citometría y muestran una fluorescencia EGFP disminuida (Fig. 11, panel C, apartado ii). 
Para detectar células CD11c+, los cerebros se procesaron y tiñeron con un sistema de 
amplificación de la señal basado en tiramida en combinación con el anticuerpo Alexa Fluor (ver 
Material y Métodos). Mediante este método se observaron células CD11c+ principalmente en 
m/Ch pero no en parénquima cerebral. Las células CD11c+ se observaban principalmente en 
los plexos coroideos como se muestra en la Figura 11, panel D.  
 Por último, se realizaron tinciones con anticuerpos anti-Iba-1 y anti-MHC II y se analizó 
la co-localización de ambos marcadores (Figura 12, panel A). Se observa tinción MHC II+ 
principalmente en los plexos coroideos (Figura 12A, panel i y ii) y también en las membranas 
meníngeas (Figura 12A, panel iii). En parénquima cerebral, se detectaron células MHC II+ sólo 
en las inmediaciones de vasos y en algunas regiones concretas como órganos 
circunventriculares (Figura 12A, panel iv). Estos datos coinciden con los macrófagos 
perivasculares observados en ratones Csfr1-EGFP (Figura 4), y del mismo modo que para 
CSFR1EGFP. Las células MHC II+ no coinciden con las células Iba-1+ (Figura 12, panel v). 
 Estos datos se compararon con los resultados de citometría, analizando las 
suspensiones celulares aisladas del cerebro sin m/Ch (Figura 12, panel B) y preparaciones de 
m/Ch (Figura 12, panel C). Las muestras de BP de animales control no tratados (-Flt3L) 
presentan un fenotipo CD45m, y los análisis de inmunofluorescencia mostraron que esas 
células eran MHC II-. El tratamiento con Flt3L (+Flt3L) indujo la expresión de MHC II en menos 
del <1% de las células en estas subpoblación de CD45m. Un 36 ± 5% de la población 
CD45hCD11b+ son células MHC II+, este porcentaje no varió significativamente en presencia de 
Flt3L (41 ± 7%). Sin embargo, si se detectó un aumento de células CD45hCD11blow en los 
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Figura 12. Resultados.- Expresión de MHC II e Iba-1 en el cerebro tratado con Flt3L. (A) Doble tinción de 
inmunohistoquímica en el cerebro de ratones adultos wt tratados con Flt3L (+Flt3L). Las secciones coronales de 
cerebro fueron teñidas con anticuerpos contra MHC II de ratón (verde), el marcador de macrófagos/microglía con 
Iba-1 (rojo), y los núcleos con DAPI (azul). i) Mapa a 40x (zoom digital 1,7) de parénquima y plexo coroideo. ii) 
imagen de confocal a 40x del plexo coroideo. Los recuadros muestran amplificaciones a 63x de la región marcada 
(*), mostrando co-localización de MHC II e Iba-1. iii) Imagen a 40x de parénquima y membranas meníngeas; el 
recuadro a muestra la tinción células Iba-1+ y MHC II- en parénquima cerebral; el recuadro b muestran células Iba-
1+ y MHC II+ en membranas meníngeas. iv), imagen a 40x de vaso sanguíneo (delimitado en línea discontinua) en 
una región de parénquima cerebral. v). reconstrucción 3D de la imagen anterior a partir de una imagen tomada con 
un objetivo de 63x (Zoom digital 3x), mostrando la ubicación de las células MHC II+ alrededor del vaso y señalando 
(en las ampliaciones individualizadas por canales) la tinción tenue para Iba-1 de las células MHC II+, indicado con 
flechas blancas (las azules marcan las células Iba-1+ MHC II+). Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio 
confocal de fluorescencia invertido Leica SP5 TCS, equipado con un objetivo 40x o 63x con zoom digital 3x. (B, C) 
Diagramas de puntos de citometria de flujo de células positivas de CD45/CD11b en el parénquima cerebral (B) y 
membranas de m/Ch (C) de ratones no tratados -Flt3L y tratados +Flt3L (detalles en Figuras 8-10). Los histogramas 
muestran los resultados de la tinción para MHC II con el anticuerpo FITC rat anti-mouse MHC II. Las líneas 
discontinuas representan la fluorescencia del control de isotipo; los histogramas en gris, representa las tinciones 
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Los análisis en las preparaciones de m/Ch, sólo la población CD45hCD11blow responde al 
tratamiento, pasando de 41±2 a 70±3% (Figura 12, panel C). Cuando las preparaciones de 
m/Ch fueron analizadas, se observó un incremento de 3 veces en el número de células 
CD45hCD11blow, tal como se mostraron antes (Figura 9, panel C). De estas células 
CD45hCD11blow obtenidas de m/Ch, 70 ± 3% fueron   MHC II+. 
En conclusión, el tratamiento con Flt3L preferencialmente expande una subpoblación de 
CD45hCD11blow de células MHC II+ en m/Ch. El hecho de que estas células aumenten en 
presencia de Flt3L y tengan un fenotipo CD45hCD11blow MHC II+ sugiere que son las bDCs 
previamente descritas en m/Ch (Anandasabapathy et al., 2011; McMenamin, 1999; 
McMenamin et al., 2003; Prodinger et al., 2011). Hemos observado que estas células se 
localizan principalmente en plexos coroideos. 
3. Caracterización de células DNGR-1/CLEC9A positivas en cerebro de 
ratón adulto en homeostasis.  
3.1-  Expresión de tránscritos Dngr-1/Clec9a en el cerebro del ratón 
El perfil de expresión génica de las células mieloides m/Ch, que responden a Flt3L, 
guardan una fuerte similitud con la subpoblación DC CD8α+ descrita en bazo 
(Anandasabapathy et al., 2011). La expresión de DNGR-1 (CLEC9A) es un excelente marcador 
de DCs dependientes de Batf3-IRF8-Id2 de la familia CD8α+ (Caminschi et al., 2009; Sancho et 
al., 2008); revisado en (Shortman y Heath, 2010). Mediante el tratamiento con Flt3L se 
aumenta la población de DCs DNGR-1+ como ha sido descrito anteriormente (Iborra et al., 
2012). En esta población se analizó la expresión del ARNm Dngr-1 en distintas estructuras 
cerebrales: Bulbo Olfatorio (Ob); Cerebelo (Cbl); Corteza cerebral (CTX); Estriado (Str); 
Membranas meníngeas y plexos coroideos (m/Ch); Zona subventricular (SVZ) aislada según 
(Ferrón et al., 2007); Formación Hipocampal (Hpp) y Tálamo (Th); y usando el Bazo como 
control positivo (Spleen). Sólo las muestras m/Ch mostraron expresión de todas las isoformas 
de Dngr-1 (Figura 13), de forma similar a las isoformas definidas en el bazo de ratón (Sancho 
et al., 2008). Como control de la especificidad, se utilizó el bazo y el tejido cerebral de ratones 
Clec9aegfp/egfp knock out no tratados y tratados con Flt3L, que carecen de DNGR-1, confirmando 
que no se amplificó el transcrito Dngr-1 en estas muestras (datos no mostrados). 
La expresión selectiva de Dngr-1 en membranas m/Ch de animales tratados con Flt3L 
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detección de tránscritos Dngr-1 en la BP, pero en cantidades más bajas que en m/Ch. El 
tratamiento con Flt3L aumentó fuertemente la transcripción de Dngr-1 en esplenocitos y 
preparaciones m/Ch, siendo la expresión de Dngr-1 en esplenocitos tratados con Flt3L 
alrededor de 5 veces más alta que en las preparaciones de células m/Ch (Figura 13, panel C). 
Este incremento desencadenado por Flt3L en la expresión de Dngr-1 es consistente con el 
aumento en el porcentaje de células CD45h inducidas por la misma citoquina (Figura 10 y 12). 
En conjunto, estos resultados muestran que Flt3L induce la expresión de Dngr-1 
preferentemente en las membranas m/Ch. 
Figura 13. Resultados.-Estructura y expresión génica de Dngr-1 / Clec9a de ratón. (A) Estructura del gen 
Dngr-1/Clec9a, mostrando los intrones y exones constituyentes. Las posibles variantes de la proteína DNGR-1 se 
representan debajo. Se indica la región amplificada por los cebadores de PCR en tiempo real. (B) Expresión del 
ARNm de Dngr-1 en el bazo (spleen) y diferentes tejidos cerebrales (Ob: bulbo olfatorio, Cbl: cerebelo, CTX: 
corteza, Str: estriado, m/Ch: meninges/membranas del plexo coroideo, SVZ: zona subventricular, Hpp: Hipocampo, 
Th: tálamo). Las muestras se analizaron por RT-PCR con cebadores para Dngr-1 y con β-actina como gen de 
referencia. Las muestras se cargaron en cantidades iguales, excepto para el bazo, que se cargó a una dilución relativa 
de 1/30 con el fin de evitar la saturación debido a la alta expresión en este tejido. Las longitudes de los distintas 
isoformas de Dngr-1 específicas se indican de la siguiente manera: L corresponde a la variante 1 de Dngr-1 (996 
pb), S corresponde a las variantes 2 y 3 (918 y 915 pb) y VS a la variante 4 (647 pb). (C) Expresión de ARNm de 
Dngr-1 de ratón en bazo, membranas m/Ch y parénquima cerebral de animales tratados (+) sin tratar (-) y Flt3L. El 
ARNm específico de Dngr-1 se amplificó a partir del ARNm total utilizando la metodología de PCR en tiempo real 
de SYBR Green; La muestra de referencia fue el bazo de animales no tratados y el gen de referencia fue 36B4. ** P 
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Los procedimientos para aislar las poblaciones celulares del cerebro adulto exponen las 
células a enzimas y fuerzas mecánicas que pueden dañar membranas o moléculas de 
membranas. Algunos de estos procedimientos enzimáticos podrían escindir marcadores 
celulares específicos de membrana de interés tales como DNGR-1, dando lugar a falsos 
resultados negativos en el análisis FC. Para eludir este problema, se utilizó ratones 
Clec9aegfp/egfp (Sancho et al., 2009), que expresan una forma farnesilada de EGFP en marco de 
lectura con los dos primeros aminoácidos de DNGR-1. Por lo tanto, la expresión de EGFP 
marca las células que expresan DNGR-1 y está restringida en el bazo a células CD8α+ cDC 
(Sancho et al., 2009). Consecuentemente, el tratamiento con Flt3L indujo una expansión de 10 
veces de EGFP+ DC en el bazo (esplenocitos) (Figura 14).  
Figura 14. Resultados.- Expressión de DNGR-1-EGFP en el bazo de ratones Clec9a+/+ wt y Clec9aegfp/egfp 
knock out. Los ratones Clec9a+/+ wt y Clec9a egfp/egfp knock out se trataron con Flt3L durante 14 días, y se aislaron 
esplenocitos como se describe en Material y Métodos. Las células del bazo se tiñeron con anticuerpo anti-CD11c 
PE-Cy7 o el isotipo de control. Se identificaron células CD11c+ DNGR-1-EGFP+ y se analizaron adicionalmente con 
anticuerpos anti-CD11b APC-Cy7, anti-CD11c PE-Cy7 y anti-CD45 PE (panel A).  Los histogramas representan la 
expresión de DNGR-1-EGFP+ (EGFP), CD11b, CD45 CD11c (panel B). Los controles de isotipo están 
representados por las líneas de puntos. Los datos son un experimento representativo de 5 diferentes experimentos 
realizados. Estos animales se utilizaron para la identificación del parénquima mieloide cerebral y las células m/Ch 
analizadas en la Figura 15. 
 
El análisis de citometría de células de BP y membranas m/Ch aisladas de ratones wt 
tratados con ± Flt3L y ratones Clec9aegfp/egfp reveló la expresión de EGFP en células CD45h en 
ambas preparaciones celulares. En BP hubo un aumento modesto pero significativo en el 
número de células CD45hEGFP+ (Figura 15, panel A), mientras que en las preparaciones m/Ch 
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Figura 15.  Resultados.- DNGR-1-EGFP+ en aislados de células cerebrales. Las células mieloides se aislaron a 
partir del parénquima cerebral (A) y membranas m/Ch (B) de Cle9a + / + wt (barras blancas) y cle9aegfp/egfp knock 
down (barras negras) que no fueron tratadas (-Flt3L) o tratadas con Flt3L (+ Flt3L) durante 14 días. Las gráficas de 
puntos de citometría de flujo muestran tinción con anticuerpo anti- CD45 APC de un experimento representativo de 
5 realizados. Se muestran las ventanas correspondientes a células CD45+ totales (línea de puntos) y células CD45+ 
con alta intensidad (CD45h; línea discontinua). Las regiones ovales demarcan la población de células CD45h DNGR-
1-EGFP +. Los gráficos de barras en A y B muestran números de células CD45h DNGR-1-EGFP + por 103 células 
CD45+ de animales control (-Flt3L) y tratados (+Flt3L). Los datos son media ± SEM de 5 experimentos 
independientes. Para obtener suficiente número de células, m/Ch aislados de dos cerebros se agruparon por cada 
condición. 
 
Analizamos a continuación la expresión del antígeno MHC II en células EGFP+. Como 
control positivo, se analizó el aumento inducido por Flt3L en esplenocitos EGFP+, encontrando 
que todas las células CD45+DNGR-1-EGFP+ en el bazo fueron MHC II+ (Figura 16, panel A). El 
análisis mediante citometría de flujo de los aislados de BP y m/Ch mostró que las células 
DNGR-1-EGFP+ son también MHC II+ en el cerebro (Figura 16 panel B y C). Las células EGFP+ 
tienen una expresión baja de CD11b y corresponden a la subpoblación de CD45hCD11blow 
descrita en las figuras anteriores. Nuestra conclusión es que la expresión de DNGR-1 permite 
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Los análisis de expresión de proteínas y ARNm de superficie indican que la mayoría de 
las células dependientes de Flt3L en el cerebro están localizadas en las membranas m/Ch. 
Para confirmar la naturaleza DC de la población de células dependientes de Flt3L en las 
membranas m/Ch, se analizó la expresión de ARNm de marcadores moleculares DC típicos de 
DCs DNGR-1+ (Poulin et al., 2012; Poulin et al., 2010) mediante RT-PCR cuantitativa. Las 
membranas del plexo coroideo procedentes de ratones tratados con Flt3L mostraron una 
mayor expresión de ARNm de los factores de transcripción Irf-8 (factor regulador de interferón 
8) y Batf-3 (factor de transcripción de cremallera de leucina básico ATF-like 3) (Figura 16, panel 
C). También se detectó una mayor expresión de Cd103 (integrina alfa E (ITGAE)) una molécula 
expresada en células dendríticas de tejidos no linfoides; para más información ver (del Rio et 
al., 2010).  
Estos resultados forman parte de la publicación (Quintana et al., 2015) y se acompañan 
en el Anexo. 
Figura 16.  Resultados.- Expresión de MHC II en células cerebrales DNGR-1-EGFP+. Análisis por citometría 
de flujo de diagramas de puntos de células mieloide (CD45+) del bazo (A), parénquima cerebral (B) y m/Ch (C) de 
ratones Cle9aegfp/egfp tratados con Flt3L. Las células se marcaron con los siguientes anticuerpos: CD45-PE-Cy7, 
CD11b-APC-Cy7 y MHC II (IA-IE)-APC. Las células DNGR-1-EGFP+ corresponden a la subpoblación 
CD45hCD11blow en células de parénquima cerebral (B) y membranas m/Ch (C) (línea punteada). Los histogramas 
muestran la tinción con MHC II en la superficie de las células DNGR-1-EGFP+ de CD45hCD11blow en animales 
tratados con Flt3L. Los datos son representativos de tres experimentos independientes realizados. (D) Análisis por 
RT-PCR de expresión de ARNm de Dngr-1, Batf-3, Irf-8, Cd103, Cd80 y Cd86 en membranas m/Ch de ratones 
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Cambios asociados a edad en el envejecimiento normal y patológico 
El segundo objetivo principal de esta Tesis ha sido el análisis de los cambios asociados 
al envejecimiento normal y patológico, centrándonos en el papel de las células mieloides. Para 
ello, hemos analizado la variación fenotípica y las diferencias en densidad de estas células, y 
en particular la microglía, en respuesta al envejecimiento. 
Este objetivo se ha realizado principalmente mediante técnicas de inmunofluorescencia 
con marcadores de microglía como Iba-1. Iba-1 es un antígeno que ha sido usado ampliamente 
como marcador global de microglía en estado de reposo y activada (Bachstetter et al., 2015). 
Por lo tanto, representa una excelente diana de marcaje para examinar cambios morfológicos 
en microglía (Jinno et al., 2007; Kondo et al., 2011; Tynan et al., 2010). Como ha sido 
anteriormente descrito (Kongsui et al., 2014), se observa que la microglía presenta una 
morfología ramificada con procesos largos y finos y una distribución homogénea por todo el 
cerebro, muy semejante a la que se observaba en el BP de los ratones Csfr1-EGFP (Figura 
13). Ante un daño o lesión (como lesión mecánica), la microglía cambia de morfología de forma 
drástica, engrosándose el citoplasma, acortándose los procesos y aumentando la expresión de 
este marcador. Esta respuesta ha sido definida como “activación de microglía”. Sin embargo, 
este tipo de cambios tan claros en lesión aguda son mucho más sutiles en el envejecimiento. 
Para estudiar los cambios asociados a edad y en condiciones neurodegenerativas, se 
utilizó un modelo animal de envejecimiento acelerado, los SAM (senescence-accelerated prone 
mouse) y en concreto la cepa SAM P8 (P8), comparándolo con ratones de su mismo 
background genético pero con un envejecimiento normal, los SAM R1 (R1). Como control de 
cepa se utilizaron CD1-ICR. La cepa P8 es una cepa no modificada genéticamente y 
actualmente utilizada como modelo animal de Alzheimer asociado a envejecimiento (LOAD). 
Con un patrón de envejecimiento acelerado, simula mejor que los habituales modelos 
genéticos los casos de Alzheimer esporádico que constituyen el 95% de los casos (Pallàs, 
2012). Estos resultados se han llevado a cabo también en ratones CD1-ICR adultos y 
envejecidos, para poder discernir entre los cambios fisiológicos asociados a edad y cuando son 
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1. Cambios asociados a edad en hipocampo. 
1.1. Gránulos de PAS asociado al envejecimiento y procesos patológicos 
en hipocampo 
En la bibliografía hay distintos métodos utilizados para la visualización de los acúmulos 
de beta amiloide (Aβ). Se utilizan colorantes aromáticos como tioflavina S, el rojo Congo o el 
NIAD-4, aunque el método habitual de tinción es el rojo Congo (Kumar et al., 2006; Nesterov et 
al., 2005). Varios estudios han descrito un incremento de tanto la proteína precursora de Aβ 
(AβPP) y derivados beta amiloides (Aβ) en el cerebro de los SAM P8, así como la presencia de 
placas o depósitos (Kawamata et al., 1997; Kumar et al., 2000; Morley et al., 2000), similares a 
las placas amiloides humanas. Además, se ha descrito que los animales P8 y R1 envejecidos 
presentan acúmulos proteicos en el cerebro (Takeda, 2009). Sin embargo, no se han 
identificado estructuras con tinción positiva utilizando rojo Congo o tioflavina (Takemura et al., 
1993). Para verificar la existencia de acúmulos de proteínas Aβ, se han llevado a cabo tinciones 
de placas amiloides con tioflavina y rojo Congo sin un resultado claro. 
Una de las complicaciones al usar cepas de ratones no transgénicas es la no presencia 
de placas amiloides como en transgénicos donde  se sobrerexpresa la forma humana de APP. 
La proteína APP de ratón se diferencia en varios aminoácidos de la humana, 3 de los cuales 
forman parte de la secuencia de Aβ 1-42 (his13, arg5 y tyr10). Esta diferencia parece provocar 
una menor capacidad de agregación en el ratón, dado que, tanto la arg 5 como la his13, están  
implicadas  en  la  agregación  lateral  de  las  protofibrillas  que  posteriormente  formarían  las  
placas amiloides (Fung et al., 2004). 
En la bibliografía se ha descrito que el envejecimiento del cerebro en ratones lleva a la 
progresiva aparición y expansión de unas estructuras granulares neurodegenerativas, referidas 
frecuentemente como gránulos de PAS por su tinción positiva con la tinción de ácido peryodico-
shiff o periodic acid-Schiff (PAS) (Manich et al., 2016). Los gránulos de PAS están 
principalmente presentes en el hipocampo, a pesar de ser descrito en otras áreas como corteza 
piriforme. Por tanto, esta tinción pudiera ser válida para la detección de posibles agregados de 
proteínas Aβ en un modelo de ratón no transgénico (ver Materiales y Métodos) (del Valle et al., 
2009; Manich et al., 2016).  
En primer lugar, se realizaron las primeras tinciones en cortes de todo el cerebro, desde 
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presencia de acúmulos en hipocampo y corteza entorrinal. Los depósitos de PAS tienden a 
depositarse en grupos de 4 o más acúmulos juntos en forma de “nube de gránulos” (Figura 17, 
panel B), de mayor tamaño según avanza la edad. También se detecta marcaje de vasos 
sanguíneos sólo en ratones SAM P8 y en neuronas piramidales de hipocampo (sobre todo 
CA1). 
Figura 17. Resultados.- Tinción de PAS (Periodic Acid Schiff) en hipocampo de cerebro. (A) Imagen de una 
sección horizontal de cerebro, mostrando con flechas las principales regiones de aparición de los acúmulos de PAS 
en ratones SAM P8 de 10 meses (hipocampo y en menor medida corteza entorrinal). (B) Capturas de imágenes 
representativas de cerebro de ratones SAM P8  sobre cortes horizontales de criostato de 30 µm, mostrando imágenes 
a 10x (i), 20x(ii), 40x (iii) y 100x (iv-v). Se observan agrupaciones de gránulos PAS+ en el hipocampo y marcaje en 
células de la capa piramidal (iv) y vasos sanguíneos (VI). Las secciones fueron teñidas mediante reactivo de Schiff 
(rojo-rosado), mientras que los núcleos fueron teñidos con Hematoxilina (Azul-marrón). Las imágenes de secciones 
fueron obtenidas con el microscopio óptico Nikon Eclipse 50i H550S y fueron procesadas con ayuda del software 
NIS elements e ImageJ. Las escalas de las barras están incluidas en las imágenes. 
 
El ratón B6.Cg-Tg (APPswe, PSEN1dE9)85Dbo/Mmjax (APP/PS1) es un modelo muy 
establecido de EA (Gengler et al., 2010; Maia et al., 2013; Radde et al., 2006; Rupp et al., 
2011; Serneels et al., 2009). Este modelo desarrolla placas amiloideas de proteínas Aβ 
humana que se tiñen muy eficientemente con rojo Congo. Los cerebros de animales APP/PS1 
de 13 m fueron cedidos por la Dra. Eva Carro del Hospital 12 de Octubre para ser utilizados 
como control positivo de la tinción de las placas de Aβ. Como se muestra en la Figura 18, se 
analizaron los depósitos PAS presentes en hipocampo de animales APP/PS1 (13 meses (m)) 
como control positivo; P8 de 2 y 10 m y R1 10 m como control de no envejecido. Como se 
observa en la Figura 18, se contabilizaron el número de clústeres PAS positivos por unidad de 
área. Como era de esperar, se observa un número de clústeres/mm2, muy elevado en los 
animales APP/PS1 de 13 m (Figura 18, panel A). En los ratones SAM P8 de 10 m se observan 
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observan algunos gránulos de PAS en ratones control (R1) de 10 m, que aumentó con la edad 
(14 m, datos no mostrados). Estos datos han sido cuantificados en la Figura 18, panel B. 
Por lo tanto, comparando el número de clúster, tanto ratones P8 como APP-PS1, estos 
clústeres se encuentran principalmente slm, sr, sp y so de CA1 y CA3, preferentemente en 
hipocampo dorsal.  
Figura 18. Resultados.- Análisis de acúmulos de PAS en ratones SAM asociado al envejecimiento. (A) 
Capturas representativas de regiones del hipocampo en ratones R1 y P8 de 2 y 10 meses (m) y ratones APP-PS1 de 
13 m, mostrando el marcaje de gránulos de PAS positivos. (B) Cuantificación de la densidad de acúmulos de PAS. 
Las secciones fueron teñidas mediante reactivo de Schiff (rojo-rosado) y los núcleos con Hematoxilina (Azul-
marrón). Las imágenes de secciones coronales de criostato (30 μm de grosor) fueron obtenidas con un objetivo de 
20x (40x y 100x, de izquierda a derecha para los cuadros de detalle), con el microscopio óptico Nikon Eclipse 50i 
H550S y procesados con ayuda del software NIS elements e ImageJ. ***P ≤ 0.001; **P≤ 0.01 con respecto a los 
acúmulos de PAS/mm2 (n=3♂). Las escalas de las barras están incluidas en las imágenes. 
 
1.2. Cambios en la densidad de microglía asociado a edad y 
envejecimiento en hipocampo 
Una de las primeras regiones afectadas en la EA es el hipocampo (véase Introducción). 
El hipocampo es una estructura anatómica fácil de reconocer y localizar para llevar a cabo 
estudios de estereología y contaje de células de una manera estandarizada. Además, se ha 
descrito que es más susceptible a procesos neurodegenerativos (Fuster-Matanzo et al., 2011).  
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ratones de la cepa P8 y su control R1 a los 2, 10 y 14 m de edad, donde el envejecimiento 
prematuro de la cepa P8 es fácilmente apreciable en el fenotipo externo de los animales 
(Figura 19, panel A).  
El análisis del número de células Iba-1+ en el hipocampo total se muestra en las Figuras 
19 y 20. En consonancia con los resultados obtenidos en modelos de envejecimiento normal 
(ver Introducción), se observa un aumento significativo del número de células Iba-1+ en los 
animales envejecidos de 14 m, tanto de la cepa P8 (p< 0,01) como en la cepa R1 (p= < 0,001) 
como control de envejecimiento normal (Figura 19, panel B). Sin embargo, este aumento de 
Iba-1+ entre animales de 2 m y 10 m no fue estadísticamente significativo cuando se valoró el 
hipocampo completo en ambos genotipos (Figura 20, panel A).  
Los resultados muestran también diferencias significativas en la densidad de microglía 
entre R1 y P8 desde los 2 m de edad, observándose menor densidad de microglía a los 2 m en 
los P8 con respecto a los R1 (p< 0,05). Estas diferencias entre R1 y P8 permanecen estables a 
los 10 y 14 m, como se muestra al evaluar el aumento de la densidad de microglía en R1 y P8 
(Figura 19, panel B). Este fenómeno no ha sido descrito con anterioridad; sin embargo el 
número de veces que aumentan las células Iba-1+ de los animales jóvenes con respecto a los 
envejecidos se mantiene constante en ambos fenotipos: P8 y R1 (Figura 19C y 20A).  
Figura 19. Resultados.- Evaluación de la densidad de microglía en el hipocampo de ratones SAM de 2 y 14 
meses (m). (A) Capturas de imágenes representativas de ratones SAM a los 14 m, mostrando la incipiente alopecia, 
lesiones cutáneas y alrededor de los ojos. Las capturas son imágenes representativas de un experimento de n=3. (B) 
Cuantificación de la microglía, analizando el número total de células Iba-1+ en el hipocampo total (CA1 y DG). (C) 
Fold change de todo el hipocampo en ratones SAM R1 y P8 de 2 a 14 m. Las áreas usadas para el contaje fueron 
procesadas y evaluadas con ImageJ. ***P ≤ 0.001; **P≤ 0.01; * P≤0.05 con respecto a células Iba-1+/mm2 en 
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La mayoría de autores (Allen Institute for Brain Science, consultado en 2016-2017), 
distinguen entre de 2 regiones principales: el hipocampo propio (cornu ammonis, CA) y el giro 
dentado (DG). Ambas regiones (CA y DG) poseen propiedades anatómicas, moleculares y 
biofísicas distintivas (Burger, 2010), (Figura 20, panel A). El hipocampo propiamente dicho, a 
su vez, contiene 3 subregiones (regiones de CA1 a CA3). En el CA1, a su vez, consiste de 3 
capas distintas: estrato oriens (so), estrato piramidal (sp), estrato radiado (sr) y estrato 
lagunoso-molecular (slm), observando de más externo a más interno (Figura 18).  
En la CA1, las regiones donde se localizaron cambios significativos entre R1 y P8 desde 
los 2 m son estrato oriens, estrato piramidal y estrato lagunoso-molecular. (Figura 20, panel A i 
a iii). Se ha descrito con anterioridad, que existe diferente susceptibilidad a la edad y a 
procesos neurodegenerativos en las distintas zonas del hipocampo evaluadas (Flood et al., 
1987; Markham et al., 2005; Pyapali y Turner, 1996). Por ello, hemos analizado el número de 
Iba-1+ existentes en las distintas regiones del hipocampo y se dividió el análisis en CA y DG. 
De las regiones de CA, se eligió CA1 por haberse registrado los cambios más robustos de 
microglía en enfermedades neurodegenerativas (Burger, 2010). La región CA1 presenta las 
mayores diferencias en el número de células Iba-1+ entre los R1 y P8 de 2 m (Figura 20, panel 
B). Sin embargo, en el Giro Dentado (DG) apenas existen diferencias en cuanto al número de 
Iba-1+ a los 2 m de edad (Figura 20, panel B). El resto de regiones analizadas no mostraron 
diferencias significativas (datos no mostrados), aunque se observó la misma tendencia general 
de menor densidad de microglía en los P8 desde los 2 m de edad hasta 14 m.  
El DG consta de 3 regiones distintas: capa molecular (mo), polimórfica (po) y granular 
(sg). Los cambios entre ratones R1 y P8 sólo se constatan a partir de los 10 m, en especial en 
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Figura 20. Resultados.- Evaluación de la densidad de microglía en el hipocampo de ratones SAM de 2 y 10 
meses. (A) Mapa representativo del hipocampo (i), mostrando la expresión de células mieloides de parénquima en 
ratones SAM e indicando las regiones usadas para el contaje. (ii) Cuantificación de la microglía, analizando el 
número total de células Iba-1+ en el hipocampo total (CA1 y DG). (iii) Fold change de todo el hipocampo en ratones 
SAM R1 y P8. (B) Cuantificación de la microglía, analizando el número de células Iba-1+ en CA1 de ratones SAM, 
mostrando la cuantificación en las regiones donde se encontraron diferencias significativas (i-iii). (C) Cuantificación 
de la microglía, analizando el número total de células Iba-1+ en el DG, mostrando la cuantificación donde se 
encontró diferencias significativas (iv). Las secciones coronales de criostato a 30 µm fueron teñidas con anticuerpo 
marcador de macrófagos/microglía Iba-1 (rojo) y los núcleos fueron teñidos con DAPI (azul). Las imágenes a 40x 
(zoom digital 1,7x) fueron obtenidas con un microscopio confocal de fluorescencia invertido Leica SP5 TCS y las 
áreas fueron procesadas y evaluadas con ImageJ. Las escalas de las barras están incluidas en las imágenes. ***P ≤ 
0.001; **P≤ 0.01; * P≤0.05 con respecto a células Iba-1+/mm2 en parénquima cerebral (n=5 ♂). Abreviaturas: CA1, 
cornu ammonis 1; so, estrato oriens; sp, capa piramidal; sr, estrato radiado; slm, estrato lagunoso-molecular; DG, 
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2. Análisis de microglía hipertrófica y clústeres en ratones SAM P8 
En el proceso de envejecimiento la microglía puede adquirir también distinta morfología 
y/o agruparse a modo de clústeres de 3 o más células de microglía solapadas (ver 
Introducción). Se visualizan principalmente en regiones caudales y basales del cerebro, 
aproximadamente de -2,54 mm a -3,80 mm de Bregma y abarcando regiones como hipocampo 
ventral, tálamo, formación reticular y sustancia nigra. Para facilitar los análisis del número de 
densidad celular, el cerebro se ha dividido en estas tres zonas, que se señalan en el esquema 
de la Figura 21A, panel i con las letras en azul A (estrato oriens), B (tálamo y formación 
reticular) y C (sustancia nigra, marcado en torno a las neuronas tirosina hidroxilasa (TH) 
positivas, datos no mostrados). En la Figura 21A, panel ii se muestran imágenes 
representativas (n=5), de los clústeres Iba-1+ en la formación reticular en ratones SAM P8 de 2 
y 10 m, y cómo aumentan con la edad. A continuación, se contaron manualmente el número de 
clústeres existentes en cada una de estas regiones, en animales P8 y R1 de 2 m y 10 m como 
se muestran en la Figura 21, panel B. En los animales P8 de 10 m hay un aumento significativo 
del número de clústeres cuando se comparan con animales jóvenes (2 m) del mismo fondo. 
Este aumento es especialmente notable en la formación reticular, donde el aumento 
comparado con el número de agrupaciones en el P8 de 2 m es significativo (p< 0.001), a pesar 
de los pocos animales evaluados (Figura 21B, panel ii). En la Figura 21, panel C se muestra en 
más detalle la morfología de los clústeres en las distintas zonas del cerebro anteriormente 
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Figura 21. Resultados.- Análisis de los clústeres de microglía en cerebro de ratones SAM. (Ai) Esquema de una 
sección coronal del cerebro mostrando las principales regiones de aparición de los clústeres de microglía asociado a 
la edad (letras en azul). (Aii) Mapas representativos a 40x (Zoom digital 1,7) de Iba-1+ en la formación reticular de 
cerebros SAM P8 de 2 y 10 meses (m), tomados con un objetivo de 40x (Zoom digital 1,7). (B) Cuantificación de 
los clústeres de microglía (Iba-1+) en cerebros de R1 y P8 de 2 y 10 m en las regiones indicadas en Ai. (C) 
Reconstrucción 3D a partir de imágenes tomadas con un objetivo de 63x (Zoom digital 3x), mostrando la apariencia 
de los clústeres de microglía según las regiones, indicado en Ai. Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio 
confocal de fluorescencia SP5 TCS y procesado con ImageJ, usando el plugin high-level 3D visualization 
framework para las reconstrucciones 3D. Los cerebros de ratón P8 y R1 fueron teñidos con Iba-1 para microglía 
(rojo) y DAPI para los núcleos (azul). ***P ≤ 0.001; **P≤ 0.01; * P≤0.05 (n=5) con respecto al nº de clústeres/ 
cerebro de ratón (n=5 ♂).  
  
Durante el análisis de estos datos, se observó diferencias en la morfología de las 
células Iba-1+ encontradas en los clústeres. En la Figura 21, panel C se muestra una 
reconstrucción 3D de una célula de microglía con morfología normal, altamente ramificada 
(cuadro 0). En la zona de los clústeres (B y C), la microglía presenta una morfología 
hipertrofiada de 3 o 4 células con forma ameboide/globosa y en red, más similar a lo descrito 
como microglía activada e hipertrófica (Aloisi, 2001; Bachstetter et al., 2015b; Hernandez-
Ontiveros et al., 2013; Loane y Byrnes, 2010; Walker y Lue, 2015; Xiong et al., 2011). En 
hipocampo o corteza prefrontal se observó mayor presencia de microglía con una morfología 
menos ramificada y fragmentada y/o atrofiada formando “cuentas”, más acorde con lo descrito 
sobre todo en humanos como “microglía distrófica” (Streit et al., 2009). La intensidad de la 
tinción Iba-1, en estas regiones hay algunas células que presentan una mayor intensidad 
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como hipocampo, parecen predominar ambos tipos de morfología, algunas células “reactivas” 
junto a otras con morfología desramificada/distrófica. El significado funcional de esta condición 
desramificada/distrófica está aún por dilucidar. 
3. Análisis de microglía senescente en el SAM P8 
Uno de los hallazgos más llamativos asociados a los ratones P8 envejecidos ha sido la 
presencia de la denominada “microglía distrófica”. Según los trabajos del grupo de Streit (ver 
Introducción), esta microglía distrófica podría tratarse de células en un proceso de senescencia 
o muerte celular. Para analizar si este era el caso para los clústeres de microglía que habíamos 
observado, se utilizaron dos tipos de marcajes de senescencia: mediante la tinción con β-
galactosidasa asociada a senescencia (Figura 22 y 23) y daño celular con γH2AX (Figura 24). 
Figura 22. Resultados.- Tinción para β-galactosidasa asociada a senescencia (SA-β-gal). (A) Imágenes 
representativas de hipocampos de ratones SAM de 2 y 10 meses, tomadas con un objetivo de 20x. (B) Regiones 
donde se registró mayor intensidad de SA-β-gal+ en hipocampo de P8 de 10 m.  En el mapa mostrado (usando un 
objetivo de 4x), se muestra que mayor intensidad de SA-β-gal en la región de la capa de neuronas piramidales de 
CA1 (i) y CA3 (iii), a pesar de mostrarse algo de tinción inespecífica. También se registra algo de marcaje en la 
capa polimórfica del giro dentado (ii). Los paneles i-iii fueron tomados con un objetivo de 20x, mientras que para 
los cuadros de detalle se usaron un objetivo de 40x. Las imágenes fueron obtenidas, usando el microscopio óptico 
Nikon Eclipse 50i H550S y fueron procesadas con ayuda de los softwares NIS elements e ImageJ. Las imágenes son 
representativas de un experimento de n=3 ♂ en diferentes localizaciones del cerebro. Las escalas de las barras están 
incluidas en las imágenes. Abreviaturas: CA1, cornu ammonis 1; DG, giro dentado; CA3, cornu ammonis 3 
 
Como se indica en Materiales y Métodos, se ha descrito un ensayo cromogénico que 
permite la identificación de senescencia replicativa basado en la detección de la β-
galactosidasa asociada a senescencia (SA- βgal). Hipocampos de R1 y P8 de 2 y 10 m fueron 
teñidos y evaluados mediante estas tinciones. Como se muestra en la Figura 22, se observó un 
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obstante, los ratones P8 mostraron una actividad muy elevada y específica a los 10 m, estos 
cambios se evaluaron con más detalle en las distintas regiones siendo muy notables en el GD 
(Figura 18, panel B). Otras regiones sensibles en el envejecimiento no pudieron ser evaluadas 
debido a la presencia de mucha señal inespecífica que enmascaraba los resultados (Datos no 
mostrados). 
El siguiente objetivo es dilucidar si estas células que presentan altos niveles de SA- βgal 
coincidían con la microglía distrófica que habíamos encontrado en estas regiones. Se llevaron 
a cabo tinciones de estos cortes teñidos con una tinción con Iba-1 mediante 
inmunohistoquímica, como se describe en Materiales y Métodos. Se observó que no había co-
localización de las señales de x-gal e Iba-1 en parénquima cerebral (Figura 23). X-gal 
permanece en ocasiones en las inmediaciones de las células de microglía. En membranas 
tampoco se encontró co-localización de la señal. Los plexos coroideos y las meninges fueron 
difíciles de analizar debido a la elevada tinción no específica de x-gal (datos no mostrados). En 
estos momentos no podemos decir cuál es el origen celular de esta señal, y estudios más 
detallados a este respecto serán necesarios.  
Figura 23.  Resultados.- Co-localización de Iba-1 y β-galactosidasa asociada a senescencia (SA-β-gal). 
Imágenes de hipocampo teñidos con Iba-1 (marrón) y actividad SA-β-gal (azul) de ratones SAM P8 de 2 meses (m) 
(A) y de 10 m (B). Las imágenes fueron obtenidas con el microscopio óptico Nikon Eclipse 50i H550S y fueron 
procesadas con ayuda de los softwares NIS elements e ImageJ., usando un objetivo de 20x y de 40x para los cuadros 
de detalle. Las imágenes son representativas de un experimento de n=3 ♂. Las escalas de las barras están incluidas 
en las imágenes.  
 
Cuando existe un daño al ADN, se forman roturas de doble cadena (DSBs), que 
seguidas por la fosforilación de la Histona 2AX (H2AX) (Sastre-Moreno et al., 2017). Por lo 
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cerebros de ratones P8 de 10 m con anticuerpos que reconocen el marcador γH2AX (Figura 
24). Los análisis muestran que hay células con daño celular en SAM P8 de 10 m, y por tanto 
positivas para el marcador γH2AX (Figura 24, panel A).  
Figura 24. Resultados.- Tinción de γH2AX en microglía de hipocampo. (A) Imagen representativa de la 
formación reticular de cerebro de ratón SAM P8 de 10 meses, mostrando los clústeres de microglía Iba-1+ que no 
son positivas para γH2AX, en las inmediaciones de células γH2AX+, señalado con la flecha verde (B) Imagen 
representativa de hipocampo de cerebro de ratón SAM P8 de 10 meses (estrato oriens de CA1), mostrando microglía 
Iba-1+-γH2AX+ en hipocampo. La imagen proyección máxima se muestra en i), mientras que en ii se muestra las 
capturas en z (z-stack) de la imagen de proyección máxima. La microglía/macrófagos están teñidos con Iba-1 
(Rojo), la tinción con γH2AX (verde) y los núcelos con DAPI (azul). Las imágenes fueron obtenidas con un objetivo 
de 63x con el microscopio confocal de fluorescencia SP5 TCS y procesado con ImageJ. Las escalas de las barras 
están incluidas en las imágenes. Las imágenes son representativas de un experimento de n=3 ♂. 
No se vio marcaje específico en los clústeres de microglía; aparecen células con daño 
celular (γH2AX+ba-1- 17,66±5,77%), siendo englobadas con frecuencia por microglía que 
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Sin embargo, en otras regiones de hipocampo, se observa presencia de daño celular tanto en 
microglía (γH2AX+Iba-1+ 83,3± 28,8%) como en células de alrededor (γH2AX+ba-1- 
11,7±6,01%). Las células no presentan una morfología hipertrofiada pero con frecuencia 
muestran signos de morfología distrófica (Figura 24, panel B).  
 
Es interesante remarcar la no evidencia de cambios morfológicos llamativos y la 
presencia de muchas células con daños en el núcleo, no positivas para γH2AX. Por lo tanto, 
podemos concluir que la microglía de los clústeres no es positiva para este marcador.  
4. Evaluación funcional de las células de microglía en el modelo de 
envejecimiento SAM P8 
Uno de los cambios descritos asociados a la edad y a procesos neurodegenerativos, ha 
sido que la microglía envejecida responde de forma exacerbada y disfuncional a cualquier tipo 
de daño o lesión, ligado a una pronunciada muerte neuronal y alteraciones cognitivas. Este 
cambio o estado primed de la microglía viene asociado, por ejemplo, con un aumento de 
marcadores como MHC II, que sólo se expresan en células presentadoras de antígeno (Ting y 
Trowsdale, 2002). Paralelo a este cambio fenotípico de la microglía, una de las hipótesis para 
explicar gran parte de los cambios sucedidos con la edad y cuando esta se agrava en 
condiciones neurodegenerativas, es la existencia de un ambiente general inflamatorio en el 
SNC que se escapa del control hacia la regulación. La microglía, como principal célula del 
sistema inmune innato tiene un papel esencial en este proceso (más información en, (Norden y 
Godbout, 2013).  
4.1. Evaluación de células presentadoras de antígeno (MHC II+) en el 
modelo de envejecimiento SAM P8 
Para visualizar posibles cambios fenotípicos de la microglía hacia un estado más 
activado, analizamos la presencia de células MHC II+ en el modelo de envejecimiento mediante 
inmunofluorescencias. Para ello, se compararon los niveles de expresión de MHC II+ en 
animales jóvenes (2 m) y envejecidos (10 m). En este punto nos encontramos que hay una 
diferencia en el haplotipo entre los animales P8 (H-2Kk) y su control R1 (H-2Ks) (Shimada y 
Hasegawa-Ishii, 2011), este último haplotipo no es reconocido por el anticuerpo que habíamos 
puesto a punto anteriormente en los análisis realizados en los animales sanos (Figura 11). Por 
lo tanto, a la espera de encontrar una estrategia para visualizar los niveles de MHC II en los 
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envejecimiento normal en otros trabajos (Diaz-Moreno et al., 2013). Los resultados de estos 
análisis se muestran en la Figura 25. En concordancia con los resultados mostrados en la 
Figura 11, las células MHC II+ se encuentran principalmente en las membranas meníngeas y en 
los plexos coroideos. Para hacer las cuantificaciones entre los distintos individuos se optó por 
evaluar sólo las presentes en los plexos coroideos. Se tomaron distintos cortes para analizar el 
número total de células en esta localización, como se muestra en Figura 25, panel A. Se 
realizaron dobles inmunofluorescencias con anticuerpos frente a Iba-1, como marcador de la 
microglía y anti-MHC II que reconoce el MHC II de ambas cepas, en cortes de cerebro de 
animales de 2 m y 10 m de las cepas SAM P8 y CD1-ICR como control. En la Figura 25 panel 
A, se muestra una imagen representativa de esta inmunofluorescencia a pequeño aumento, los 
datos obtenidos en plexos coroideos se analizaron y se muestran en la Figura 25, panel B.  
 Figura 25. Resultados.- Expresión de MHC II en plexos coroideos de ratones SAM P8 y CD1-ICR. (A) 
Imágenes representativas de tinción con Iba-1 (rojo), MHC II (verde) y DAPI (azul) de secciones coronales de 
cerebro de ratón SAM P8 (i-ii) y CD1-ICR (iii-iv) a los 2 y 10 m, mostrando los plexos coroideos. Las imágenes 
fueron obtenidas con un microscopio confocal de fluorescencia invertido SP5 Leica TCS con un objetivo de 40x y 
63x (Zoom digital 3x). Las capturas son imágenes son representativas de un experimento de n=5 ♂.Las escalas de 
las barras están incluidas en las imágenes. (B) Análisis del número de células Iba-1+-MHC II+ sobre el total de 
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Una de las conclusiones que podemos sacar de estos resultados es que todas las 
células MHC II+ contabilizadas eran a su vez Iba-1+, aunque la mayoría de las Iba-1+ que no 
son MHC II+, como cabría de esperar. En estos análisis no se han observado una correlación 
clara o “patrón de activación” con cambio de morfología en las células Iba-1+ que sean a la vez 
MHC II+ (Figura 25, panel A). Los análisis del número de células Iba-1+ MHC II+ presentes en 
los plexos coroides de los animales CD1-ICR y P8 de distintas edades se representan en la 
Figura 25, panel B. Nuestros datos indican que hay un mayor número de células MHC II+ en los 
animales P8 envejecidos con respecto a los de 2 m (p< 0,05). Los animales CD1-ICR de 10 m 
no presentaron un aumento del número de célula MHC II+, aunque este dato era esperable, ya 
que un ratón CD1-ICR de envejecimiento normal, no se le considera viejo hasta pasados los 18 
m. Estos animales están en el estabulario y aún no han podido ser analizados.  
Lo resultados muestran que los animales P8 de 2 m, cuando se comparan con el control 
CD1-ICR de 2 m, tienen un número menor de células Iba-1+ en general, semejante a los datos 
que habíamos obtenido anteriormente comparando células Iba-1+ en los animales P8 y R1 
jóvenes (Figura 14), corroborando el menor número de células de microglía existentes en los 
ratones P8. Paralelamente, los niveles de células Iba-1+ MHC II+ a los 2 y 10 m era claramente 
mayor (p< 0,01) en los animales CD1-ICR que en los P8. En los CD1-ICR a los 14 m, el 
porcentaje de células Iba-1+-MHC II+ parece disminuir pero sigue siendo mayor que los P8 a los 
10 m (datos no mostrados y pendientes de conclusión). En cuanto a la microglía de 
parénquima, a pesar de la apariencia de microglía con morfología activada y/o alterada, en 
ningún caso se encuentra doble marcaje de Iba-1 y MHC II en las células mieloides de BP 
(datos no mostrados). 
4.2. Análisis de citoquinas inflamatorias en el modelo SAM P8 asociadas 
a envejecimiento  
Como hemos mencionado anteriormente, el P8 es un modelo de envejecimiento 
prematuro. Es sabido que la inflamación tiene un papel importante en el desarrollo de 
enfermedades neurodegenerativas (ver Introducción). Por lo tanto, nuestra siguiente pregunta 
ha sido evaluar los niveles de citoquinas inflamatorias en animales P8 jóvenes (2 m) y 
envejecidos (10 m) comparados con su cepa control, R1 de ambas edades. Para ello, hemos 
aislado las células del parénquima cerebral (BP) y las membranas m/Ch, analizando los niveles 
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Figura 26.  Resultados.- Perfil de expresión génica en células mieloides de ratones SAM. (A) Perfil de 
expresión génica de células mieloides de parénquima, aisladas mediante gradiente de Percoll en ratones SAM de 2 y 
10 meses (m), evaluando la expresión de citoquinas proinflamatorias (Tnf-α, IL-1β, IL-6, Ccl-2) y marcadores de 
macrófagos/microglía (Iba-1 y Cx3cr1) mediante qPCR. (B) Perfil de expresión en plexos coroideos y meninges 
(m/Ch) en ratones SAM P8 y R1 de 2 y 10 m, evaluando la expresión de citoquinas proinflamatorias (Tnf-α, IL-1β, 
IL-6, Ccl-2) y marcadores de macrófagos de parénquima o microglía (Iba-1 y Cx3cr1). La distribución de los datos 
en las gráficas se representa como la media ± SEM. *, P < 0.05; **, P < 0.01. Nota: Todos los gráficos están en 
escala logarítmica (unidades relativas). 
Como mostramos en la Figura 26, los niveles de Tnf-α, Il-1b y Ccl-2 aumentan 
significativamente en las muestras de BP de animales P8 de 10 m, pero no en las muestras de 
m/Ch. Los cambios en los niveles de IL-6 sólo fueron significativos en BP de P8 de 2 m frente a 
su control R1 de 2 m, en los cuales se observó una disminución. Para normalizar el número de 
células de microglía obtenidos en cada grupo, medimos los niveles de dos marcadores de 
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sido en la disminución de la expresión de Iba-1 en los animales P8 de 2 m. Estos datos 
concuerdan con los análisis realizados por inmunofluorescencia (Figura 17), donde se veía un 
menor número de células Iba-1+ en los animales P8 de 2 m. Sorprendentemente, la cantidad de 
ARNm Cx3cr1 no varió significativamente. Estos resultados abren la posibilidad de que no es el 
número de células de microglía las que cambian en P8 de 2 m, sino más bien una regulación 
de la expresión del marcador Iba-1. Estos datos están siendo investigados en estos momentos.  
5. Evaluación de la morfología 
En la evaluación de la morfología, recurrimos al marcador específico de 
macrófagos/microglía Iba-1, ampliamente usado en el análisis de la morfología (Bachstetter et 
al., 2015; Kongsui et al., 2014; Streit et al., 2014), debido a su capacidad de reconocer 
microglía quiescente y activada (Shapiro et al., 2009). De todo el cerebro, se seleccionó 
hipocampo (CA1), una región donde habíamos observado mayores cambios entre R1 y P8 
para la tinción de Iba-1, así como la presencia de depósitos de PAS y daño asociado a 
senescencia. 
Con este propósito, las imágenes fueron tomadas a microscopio confocal con un 
objetivo de 40x, aplicando zoom 1,7x para los casos en que se tomaron mapas del hipocampo.  
Al analizar las imágenes recurrimos, por un lado, a un criterio visual para contabilizar los 
cambios de morfología de forma cualitativa; por otro lado, las imágenes fueron analizadas 
aplicando el análisis de Sholl. 
5.1. Caracterización visual manual 
Uno de los problemas en la caracterización de los cambios de morfología es la 
búsqueda de un consenso, de qué puede ser considerado una respuesta a condiciones 
fisiológicas normales y qué pueden ser consideradas consecuencia del envejecimiento. En 
ratones R1 se observa un marcaje similar al observado para CSFR1-EGFP en el BP (Torres-
Plata et al., 2014), una distribución homogénea de células muy ramificadas, si solaparse los 
procesos entre las células. Las diferencias entre R1 y P8 son sutiles, sin observarse un patrón 
mayor de activación o un cambio drástico de morfología. Hay que tener en cuenta que muchos 
de estos criterios desarrollados para clasificar los tipos de microglía y los cambios con el 
envejecimiento se han desarrollado a partir de lo observado en humanos seniles o con 
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abruptos que en roedores.  
En roedores, de los parámetros analizados para humanos, en nuestro trabajo sólo se 
constató que esta distribución cambia con la edad para el aumento de microglía con aspecto 
distrófico o deteriorado, en la línea de lo que se ha descrito para humanos con EA (Streit et al., 
2009) u otras condiciones neurodegenerativas (Bachstetter et al., 2015), así como in vitro al 
tratar con amiloide (Tischer et al., 2016). Ser categorizó como “distrófico”, siguiendo el criterio 
de Streit para humanos (Streit et al., 2004; Streit et al., 2014) para todas aquellas células de 
microglía que aparecerían formadas por cuerpos celulares fragmentados y reducido número de 
procesos celulares y desramificados, (Figura 27, panel A, Resultados) con frecuencia aparecen 
acortados y engrosados (Schilling y Eder, 2014; Streit et al., 2009). Para este apartado, se 
incluyó el análisis a ratones C57BL/6 para comparar con el envejecimiento normal sin patología 
en otra cepa y descartar cambios característicos de los ratones SAM. Los resultados obtenidos 
(Figura 27, panel B, Resultados), mostraron que los P8 a los 14 m acumulan mucha mayor 
proporción de microglía con aspecto deteriorado. La misma tendencia se ve en ratones de 
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Figura 27. Resultados.- Evaluación de porcentaje de microglía distrófica. A) Capturas de imágenes 
representativas de SAM R1 y SAM P8 de 10 meses, mostrando en los recuadro detalles marcados con una flecha e 
indicando la presencia de microglía con aspecto normal (i) y distróficas (ii-iv). B) Porcentaje de microglía con 
aspecto distrófica en ratones SAM de 14m y C57BL/6  de 24m. Esta microglía de morfología irregular (ii-iv) 
presenta anormalidades citoplasmáticas tales como procesos desramificados, fragmentados o tortuosos, así como 
bultos esferoides protuberantes. Las imágenes fueron obtenidas con un microscopio confocal de fluorescencia 
invertido Leica SP5 TCS a partir de secciones de criostato de 30 μm de grosor. Los núcleos están teñidos con DAPI 
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5.2. Análisis de Sholl  
Para nuestro caso, se aplicó el análisis del Sholl (Sholl, 1953), sobre las células de 
hipocampo y poder evaluar su patrón de ramificación, adaptado para imágenes 
bidimensionales (Ferreira et al., 2014). 
Figura 28. Resultados.- Análisis de Sholl en hipocampo. A) Capturas representativas de las regiones usadas en la 
evaluación de la morfología de la microglía.  B) Resultado del análisis de Sholl, número de ramificaciones primarias 
y número medio de intersecciones en el estrato piramidal (sp) y radiado (sr)  de ratones SAM de 2 y 10 meses. Las 
imágenes fueron obtenidas con un microscopio confocal de fluorescencia invertido Leica SP5 TCS a partir de 
secciones de criostato de 30 μm de grosor. Los núcleos están teñidos con DAPI (azul); la microglía/macrófagos de 
cerebro está teñida con Iba-1. Las barras de escala están incluidas en las imágenes. Abreviaturas: sp, capa o estrato 
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La microglía se integra dentro del tejido neuronal con una morfología de las 
ramificaciones distintiva y a través de las cuales escanea el ambiente que le rodea. El 
envejecimiento causa una reducción significativa en la capacidad de la microglía de realizar sus 
función normal y está marcadamente acelerado en modelos animales de EA (Baron et al., 
2014). Mientras estos cambios estructurales no han sido vistos en roedores de forma tan 
llamativa, si se ha descrito que la arborización de la microglía de ratón envejecido está 
significativamente reducida en tamaño y complejidad (Udeochu et al., 2016). 
En nuestro caso, los P8, sobre todo los de 2 meses (Figura 28, Resultados) tienen 
menos ramificaciones primarias que los R1 a la misma edad en regiones como sp. A los 10 
meses presentó además menor índice de ramificación. El índice de ramificación (Schoenen 
Ramification index), tiene en cuenta la arborización de las ramificaciones de una célula, de 
formaq que a menor sea el índice, menor ramificación (Schoenen, 1982).  
Sin embargo, ninguno de estos cambios se observa en el sr, indicando que los cambios 
durante el envejecimiento no son homogéneos en el hipocampo y que algunas regiones son 
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El trabajo experimental de esta Tesis doctoral se ha centrado en dos objetivos 
prioritarios que van a ser discutidos de forma independiente. Por un lado, el aislamiento y 
caracterización de células mieloides cerebrales en el cerebro adulto de ratón en homeostasis. 
Por otro lado, el estudio de los cambios en densidad, morfológicos y de marcadores de los 
macrófagos de parénquima en el envejecimiento normal y en el modelo de envejecimiento 
prematuro SAM P8. 
Aislamiento y caracterización de células mieloides cerebrales en el 
cerebro adulto de ratón en homeostasis 
 Para estudiar y aislar las células mieloides cerebrales, hemos utilizado animales 
transgénicos como es el ratón Csf1r-EGFP, que expresan la proteína EGFP bajo el control del 
promotor de CSF1R/CD115/fms (Sasmono et al., 2003). CSF1R desempeña un papel 
importante en el desarrollo y el mantenimiento de la microglía cerebral (Elmore et al., 2014; 
Erblich et al., 2011), y nuestros datos muestran la existencia de células morfológicamente 
distintas CSF1R-EGFP+ en parénquima cerebral (BP) y membranas meníngeas y plexos 
coroideos (m/Ch) en los ratones Csf1r -EGFP (Figuras 1, 2, 3 y 4, Resultados). 
  La presencia de diferencias en las células CSF1R-EGFP+ dentro de las distintas áreas 
cerebrales está en consonancia con resultados previamente descritos que muestran células 
mieloides de cerebros de rata y ratón no lesionados, identificadas con un panel de diferentes 
anticuerpos y métodos (Bulloch et al., 2008; Matyszak et al., 1992; McMenamin, 1999; 
McMenamin et al., 2003; Prodinger et al., 2011).  
 Usando un marcador de células de microglía cerebral como Iba-1 hemos mostrado que, 
en el tejido cerebral, este marcador celular co-localiza con células CSF1R-EGFP+ en los 
análisis de inmunofluorescencia (Figura 5, Resultados). Estos resultados muestran que los 
ratones transgénicos Csfr1-EGFP reproducen las diferentes morfologías existentes entre las 
distintas células mieloides del cerebro observadas mediante el marcaje con Iba-1. En el 
cerebro propiamente dicho, podemos detectar dos células mieloides diferentes: la microglía 
propiamente dicha, con soma pequeño y largas prolongaciones como se describe en la 
literatura (ver Introducción) y células ameboides, muy próximas a los vasos, que podrían 
corresponder a macrófagos perivasculares (Prodinger et al., 2011). Nuestros datos, mostrados 
en la Figura 4 (Resultados), indican que son realmente macrófagos perivasculares y que estos, 
por lo tanto, tienen expresión del marcador CD115/CSF1R. Sin embargo, cuando hemos 
aislado las células de esta localización (BP, Figura 8, Resultados), la mayoría de las células 




- 126 - 
 
expresión moderada de CD45 (CD45m), con muy pocas células que expresan CD45h (ver 
Figura 7, Resultados). Este hallazgo está en concordancia con la baja frecuencia de infiltración 
de leucocitos periféricos en cerebro sano, que sin embargo no detecta los macrófagos 
perivasculares existentes en el BP, y su origen periférico (Ginhoux et al., 2009).  
 Nuestros métodos de aislamiento se basan en los descritos por otros autores (Carson et 
al., 1998; Ford et al., 1995; Sierra et al., 2007), y de acuerdo con sus datos, nuestro 
procedimiento de aislamiento con perfusión larga de los cerebros antes de la disección, 
eliminan la mayor parte de las células CD45h de las preparaciones del cerebro. Esto no explica 
el por qué no vemos las células CD45h existentes en los vasos del BP. Es posible que nuestros 
método de aislamiento no extraiga eficientemente estas células perivasculares y que, por lo 
tanto, no se evalúe el número exacto de estas células CD45h en el análisis por citometría. Se 
necesitará más trabajo para aclarar el número de células CD45h que residen en el espacio 
perivascular. 
 La mayoría de los estudios previos aislaban células del cerebro total y en nuestro caso, 
hemos aislado células procedentes del propio BP y células presentes en las membranas m/Ch. 
El estudio de estas dos localizaciones nos permite estudiar y separar los cambios existentes en 
aquellos compartimentos cerebrales que están en contacto directo con el exterior (m/Ch), del 
tejido cerebral propiamente dicho (BP).  
 En las células obtenidas a partir de las membranas m/Ch, 4 ± 3% de células CD45+ 
aisladas fueron CSF1R-EGFP- mediante análisis por citometría de flujo. Estas células son de 
origen mieloide, ya que se marcaron con anticuerpo anti-CD11b. El uso de los ratones Csf1r-
EGFP junto con los análisis por inmunofluorescencia, utilizando otros marcadores mieloides 
bien conocidos revela la complejidad de las células mieloides en el cerebro. Se observó una 
variación en la intensidad de tinción de CSF1R-EGFP+, ya que, 7 ± 2% de las células CSF1R-
EGFP+ que hemos detectado fueron Iba-1low /Iba-1- en las preparaciones m/Ch. Esto sugiere, 
que diferentes células mieloides coexisten en el cerebro normal. Todavía no sabemos el origen 
exacto de estas células, o si difieren funcionalmente de las células CSF1R-EGFP+ Iba-1+. Lo 
que sí sabemos es que las células CSF1R-EGFP+ Iba-1- fueron muy prominentes en la 
membrana meníngea, y estudios futuros serán necesarios para analizar por separado el plexo 
coroideo y la membrana meníngea.  
 Actualmente, estamos estudiando cómo estas poblaciones de células cambian en 
respuesta a los desafíos neuroinflamatorios. Hasta ahora, nuestros datos indican que más de 
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complejidad de las células mieloides en el cerebro, en particular en las membranas cerebrales 
y plexos coroideos, y que el análisis de la suspensión celular mediante distintas técnicas de 
citometría e inmunofluorescencias serán necesarias, junto a estudios de secuenciación masiva. 
 La entrada y activación de células T en el parénquima cerebral requiere una interacción 
preexistente de estas células presentadoras de antígeno (APC). La mayoría de las células en el 
cuerpo pueden presentar antígeno a células T CD8 + a través de moléculas MHC de clase I, y 
por lo tanto actúan como posibles APCs. Sin embargo, el término APC se reserva a menudo 
para células especializadas que pueden cebar células T CD8+ (citotóxicas) a través de 
moléculas MHC de clase I (MHC I) y también estimular células T CD4+ (ayudantes) a través de 
MHC de clase II (MHC II). Las APC que expresan moléculas del MHC II se denominan en el 
campo APC profesionales y consisten principalmente en macrófagos y células dendríticas 
(DCs). Aunque ha sido descrito la existencia de una población de células CD11c-GFP+ en BP 
en los animales transgénicos utilizados (Bulloch et al., 2008), nuestros análisis de 
inmunofluorescencias no nos han permitido localizar células CD11c+ en esta localización, 
aunque sí se ha observado en los plexos coroideos principalmente (Figura 11, Resultados). En 
el presente estudio, hemos demostrado la acumulación de una población de células Flt3L 
dependiente que expresan el receptor DNGR-1 (CLEC9A). Estas células son células mieloides 
en el cerebro con el siguiente fenotipo: DNGR-1/Cle9A-EGFP+ CD45h CD11blow MHC II+. Estas 
células se acumulan principalmente en las membranas m/Ch que separan el cerebro del 
exterior. Llamamos a estas células m/Ch DCs, como se ha propuesto antes (Anandasabapathy 
et al., 2011). Se ha demostrado que estas células comparten características funcionales y de 
desarrollo con CD8α+ cDCs (classical DCs) del bazo, y aquí mostramos que los m/Ch DCs 
expresan el receptor de lectina de tipo C: DNGR-1/CLEC9A. 
 El tratamiento con Flt3L no aumentó el número de células CSF1R-EGFP+ en ninguno de 
los aislados cerebrales: BP o m/Ch (datos no mostrados). Este hallazgo está de acuerdo con 
datos previos que muestran que las m/Ch DCs responden a Flt3L y expresan el receptor de 
Flt3L pero no el receptor CSF1R/CD115 en su superficie celular (Anandasabapathy et al., 
2011). Nuestros datos muestran que, mientras que el ratón Csf1r-EGFP es un buen modelo 
para visualizar las células de la microglía en el cerebro, hay un subconjunto de células 
mieloides que podríamos estar pasando por alto. Por esta razón, hemos llevado a cabo la 
mayor parte de nuestros análisis de las células mieloides cerebrales en células CD45+, 
distinguiendo la microglía residente en el BP como la células CD45m y las células CD45h, que 
corresponderían a células mieloides de origen periférico, es decir de la médula ósea (ver 
Introducción). Aunque no hemos confirmado esta observación en experimentos con quimeras 
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ha sido observada por muchos estudios de microglía y macrófagos cerebrales infiltrantes 
periféricos (Ford et al., 1995). 
 Estos resultados plantean la cuestión de si estas células dependientes de Flt3L son 
verdaderas células dendríticas. La existencia de células dendríticas parenquimatosas 
cerebrales en el cerebro normal sigue siendo debatida, aunque se han encontrado células con 
marcadores DCs en diversas localizaciones del SNC (Matyszak et al., 1992; McMenamin, 1999; 
McMenamin et al., 2003). Más recientemente, se ha descrito la presencia de células CD11c+ 
mediante el uso de ratones transgénicos, tales como el modelo de ratón CD11c-EYFP 
(proteína fluorescente amarilla mejorada), que se construyó para identificar células dendríticas 
en la periferia (Lindquist et al., 2004); así como en ratones CD11c-GFP (Jung et al., 2002). El 
análisis de estos ratones transgénicos han mostrado células CD11c-fluorescentes que residen 
principalmente en el m/Ch, los espacios perivasculares y el parénquima yuxtavascular, con 
toda la población de células CD11c-EYFP+ co-expresando Iba-1 y MHC II en el parénquima 
cerebral en estado estacionario (Anandasabapathy et al., 2011; Bulloch et al., 2008; Prodinger 
et al., 2011).  
 Trabajos previos han demostrado la presencia de células MHC II+ en el m/Ch pero no en 
BP de ratas y ratones no lesionados por análisis de inmunofluorescencia (Matyszak y Perry, 
1996), en línea con nuestros resultados. Otros estudios han descrito un aumento de estas 
células MHC II+ en condiciones neuroinflamatorias (Greter et al., 2005; Lv et al., 2011; 
Prodinger et al., 2011). Nuestro análisis del cerebro no lesionado muestra clara expresión de 
células MHC II+ en m/Ch, y esperábamos que estas células expresasen CD11c. En su estudio, 
Bulloch et al. (2008) discuten la dificultad en la identificación de la proteína CD11c en cerebros 
jóvenes en estado estacionario con los anticuerpos disponibles, que resultaron ser poco fiables 
y dan resultados inconsistentes en análisis de microscopía confocal. Estos resultados están en 
línea con los informes anteriores (Fischer y Reichmann, 2001; Karman et al., 2006; Matyszak y 
Perry, 1996; McMenamin, 1999) en los que se detectaron DC con los mismos anticuerpos. El 
uso de ratones transgénicos tales como CD11c-YFP y CD11c-EGFP ha sido muy útil para 
visualizar las células CD11c+ en el cerebro no herido, revisado en (Probst et al., 2005; 
Ransohoff y Engelhardt, 2012; van Rijt et al., 2005). 
 Nuestros análisis siguiendo protocolos de inmunofluorescencia clásicos no eran los 
suficientemente sensible para detectar las células CD11c+ en el cerebro de ratón en 
homeostasis. Por lo tanto, pusimos a punto un método basado en tiramida para mejorar la 
tinción positiva con el anticuerpo CD11c. Esta técnica aumenta enormemente la señal positiva, 
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se estudiaron en ratones tratados con Flt3L y se encontraron principalmente en los plexos 
coroideos del cerebro no dañado. Sin embargo, sería de gran utilidad el uso combinado de 
otros marcadores moleculares tales como MHC II, los cuales podrían proporcionar una manera 
de detectar con mayor precisión la presencia de células mieloides con un papel potencial como 
APC. Las células MHC II+ son muy prominentes en las membranas cerebrales, principalmente 
en el plexo coroideo, pero muy raras en el BP de la rata (Matyszak et al., 1992; McMenamin, 
1999; McMenamin et al., 2003). Como se muestra en el cerebro no enfermo (Figura 11 y 12, 
Resultados), las células MHC II+ están presentes principalmente en los plexos coroideos del 
cerebro en nuestras preparaciones cerebrales, aunque Flt3L indujo la presencia de MHC II+ en 
la membrana meníngea cerca de los vasos sanguíneos. Hemos detectado algunas pero no 
muchas células MHC II+ cerca de los vasos, muy cerca de la membrana basal (Figura 11, 
Resultados), pero no hemos sido capaces de detectar células CD11c+ en el área perivascular o 
yuxtavascular como se muestra en (Prodinger et al., 2011). Una elevada autofluorescencia 
alrededor de los vasos más grandes en el parénquima cerebral ha hecho muy difícil visualizar 
las células CD11c+ en esta localización cerebral (datos no presentados).  
 Se ha establecido la relación entre las DCs CD8α+ de ratón procedentes de tejidos 
linfoides y DCs CD103 + CD11blow de ratón procedentes de tejidos no linfoides (Ginhoux et al., 
2009). Estas células y sus homólogos humanos expresan el receptor DNGR-1 (Poulin et al., 
2012). Las DCs CD8α+ periféricas han sido implicadas en el mantenimiento homeostático de la 
tolerancia inmune y la prevención de la enfermedad autoinmune. Además, en el bazo, las DCs 
CD8α+ DNGR-1/CLEC9A+ comparten con otras DCs la capacidad de procesar y presentar 
antígenos en el contexto del MHC II, pero son más eficientes en la captación fagocitaria de 
células muertas (Iyoda y Inaba, 2002; Schulz y Reis e Sousa, 2002). De hecho, DNGR-1 ha 
sido identificado como un receptor capaz de reconocer antígenos de muerte celular y es 
además, un receptor dedicado a la presentación cruzada de antígenos asociados a células 
muertas (Pooley et al., 2001). Caracterizar el papel exacto de estas células acumuladas en el 
cerebro en presencia de Flt3L será un tema interesante que desarrollar en los próximos años. 
 Nuestros resultados apoyan una naturaleza dendrítica de estas células Flt3L- 
dependientes en el cerebro. En primer lugar, son sensibles a Flt3L, una citoquina que se ha 
demostrado que aumenta el repertorio dendrítico. En segundo lugar, expresan DNGR-
1/Clec9A, como hemos descrito con el uso de ratones Cle9aegfp/egfp y la expresión de Dngr-1 
ARNm. Finalmente, expresan los factores de transcripción Batf-3 e Irf-8, ambos requeridos 
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 Aunque la presencia de MHC II en la membrana es un requisito para la presentación de 
antígeno, no es suficiente para obtener una completa activación de células T. CD80 y CD86 
son moléculas co-estimuladoras que tienen un papel importante para la presentación de 
antígenos a las células T. En presencia de Flt3L no hemos observado un aumento en los 
niveles de mRNA de estas moléculas en el m/Ch, a pesar del aumento Flt3-L dependiente de 
células MHC II+ (Figura 13, Resultados). Por lo tanto, nuestros datos hasta ahora no aclaran si 
estas células son eficientes en su papel como células presentadoras de antígeno, o si se 
necesitan señales adicionales para lograr fenotipo de DC madura y eficiente en este papel. 
Puesto que no hemos observado un aumento en las moléculas co-estimuladoras, la hipótesis 
es que estas células no activan eficazmente las células T, y que es necesaria una señal 
neuroinflamatoria adicional. Actualmente, estamos analizando qué señales son necesarias para 
obtener una respuesta inmune completa en estas células. 
 La existencia, la regulación y el papel de APCs en las DCs cerebrales tienen 
implicaciones para el desarrollo de estrategias para dirigir cargas a estas DCs de cerebro m/Ch 
usando anticuerpos específicos de receptor. La similitud de estas células con las células 
linfocíticas CD8α+DNGR-1+ sugiere que podrían ser responsables de producir respuestas CTL 
eficaces (Caminschi et al., 2008), y por lo tanto podría ser un objetivo importante en trastornos 
cerebrales tales como enfermedades neurodegenerativas basadas en neuroinflamación, 
encefalitis inducida por microbios y tumores cerebrales tales como gliomas. 
Estudio de los cambios en densidad, morfológicos y de marcadores 
de los macrófagos de parénquima en el envejecimiento normal y en el 
modelo de envejecimiento 
1. Acúmulos de PAS asociado con la edad 
El envejecimiento en ratones implica varios cambios asociados, algunos de los cuales 
pueden ser resultado de procesos patológicos. Uno de estos cambios es la aparición de 
estructuras de aspecto granular que están principalmente localizadas en el hipocampo (Manich 
et al, 2014). Estas estructuras redondedas/ovoides están organizadas en clústeres (Figura 17, 
Resultados) y una de las características principales es que son positivas con ácido peryódico 
de Schiff (PAS) y su acúmulo de gránulos de PAS parecen depender del envejecimiento 
(Manich et al., 2016).  
Los gránulos de PAS se acumularon preferentemente en el hipocampo de ratones SAM 
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acumulación de PAS dependiente de la cepa (Takeda, 2009), el aumento de acúmulos de PAS 
en ratones R1 es mucho menor y se comportan como los ratones C57Bl/6 de 13 m de las 
mismas edades (dato no mostrado); se pueden detectar presencia de algunos gránulos 
aislados en los R1 de 10 m pero en mucha menor proporción que en ratones envejecidos P8 o 
en el modelo animal de EA APP-PS1. A los 10 meses, coincide con la aparición de los déficits 
de memoria y aprendizaje llamativos en SAM P8, junto a otras características similares a las 
observadas en la EA (Miyamoto et al., 1986).  
Los acúmulos de PAS en P8 y APP-PS1 (como control) sólo se detectan en la 
formación hipocampal, coincidiendo con las regiones donde se observa la aparición de las 
placas amiloides. Las regiones afectadas fueron estrato lagunoso-molecular (slm), estrato 
radiado (sr), capa de células piramidales (sp) y estrato oriens (so) de CA1 y CA3 y del 
hipocampo (Figura 18, panel A, Resultados), preferentemente en hipocampo dorsal. Estas 
estructuras siguen un patrón similar al descrito en modelos animales de ratones C57BL/6 
transgénicos, donde ha sido descrita la presencia de placas y donde se observan los primeros 
cambios en el envejecimiento normal y patológico (LaFerla y Green, 2012).  
Aunque sea discutible como marcador específico de depósitos amiloides (Manich et al., 
2016), dada la presencia de acúmulos de PAS en regiones afectadas por los cambios del 
envejecimiento (normal y de senescencia acelerada) observadas en este estudio, y junto a los 
hallazgos aportados en otros estudios (Akiyama et al., 1986; Jucker y Ingram, 1994), parecen 
ser un marcador válido para detectar regiones afectadas por procesos neurodegenerativos, 
independientemente de cuál sea la naturaleza o mecanismo exacto del por qué se originan.  
2. Cambios en la densidad de microglía asociado con la edad 
En esta tesis hemos descrito el aumento de densidad de microglía con la edad (Figura 
19, Resultados), tanto en la cepa susceptible a envejecimiento (SAM P8), como en la cepa 
control (SAM R1) al comparar edades muy avanzadas (14 meses), por encima del tiempo 
medio de vida (12 m) para los ratones SAM P8 (Hosokawa et al., 2003; Takeda et al., 1991; 
Takeda et al., 1981; Tanaka et al., 2005). A los 10 m, se detectó un aumento del número de 
células Iba-1+ en el giro dentado de la cepa R1 (Figura 20, panel C, Resultados); sin embargo, 
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En varios estudios, usando Iba-1 en técnicas de inmunoblotting, se constata el aumento 
de Iba-1 en cornu ammonis 1 y 3 (CA1 y CA3) de ratas envejecidas (VanGuilder et al., 2011) 
del mismo modo, se llega a idénticas conclusiones con homogenizados de tejido de ratón 
C57BL/6 envejecido (Sandhir et al., 2008). Sin embargo, estos estudios no pueden aclarar si 
ese aumento se debe a una mayor expresión de proteína con la edad o por un aumento en el 
número de células con el envejecimiento.  
La mayoría de los estudios defienden la existencia de una mayor densidad celular con 
la edad en varios compartimentos del SNC y usando varios marcadores de microglía diferentes 
(Conde y Striet, 2006; Huang et al., 2009). Sin embargo, existen algunas discrepancias en 
resultados. Para Iba-1, por ejemplo, hay estudios que indican la no existencia de cambios en 
hipocampo de ratones envejecidos de 12 m (Albayram et al., 2011) con fondo genético 
C57BL/6 y un tiempo de vida superior a los P8 y R1. El hecho de que ratones C57BL/6 no 
pueden considerarse como envejecidos, puede influir en la no aparición de diferencias 
significativas. Otro estudio posterior en ratas envejecidas, la población de microglía llega a 
disminuir de forma significativa (Cerbai et al., 2012). Evaluando otras regiones del cerebro 
(estriado, globo pálido y sustancia nigra) en ratones envejecidos de 27 m (Walker et al., 2016), 
sí describen un aumento significativo con la edad. En corteza visual en ratones de 3 y 24 m, 
también se registra el mismo aumento (Tremblay et al., 2012). Estas discrepancias en la 
bibliografía podrían ser debidas a la presencia de diferentes animales y cepas, marcadores de 
microglía, el método de estereología usado y/o la elección de la estructura cerebral examinada.  
En ratones SAM, se describen un aumento en la tinción CD45 positiva con la edad en 
hipocampo (especialmente en la parte medial del CA1) de SAM P8 y SAMP 10; no ocurre lo 
mismo en SAM R1 con la edad (Kawamata et al., 1998). Nuestro trabajo es, en el momento de 
nuestro conocimiento actual, el primero en evaluar la densidad de microglía en SAM P8, 
mediante técnicas de estereología. 
Nuestros datos indican que los SAM P8 tienen menor densidad de microglía Iba-1+ que 
los ratones control a los 2 m. El aumento de microglía es similar en R1 y P8 con la edad, 
comparando ratones envejecidos (14 m) de cada cepa con los ratones jóvenes (2 m) 
respectivamente (Figura 19, Resultados). Este aumento no llega a igualar nunca el número de 
células Iba-1+ en los ratones R1 de 10 meses (Figura 20, Resultados). Estos datos indican que 
la expresión de Iba-1 en los ratones P8 no parece comportarse como en el animal control R1, y 
su significado está siendo evaluado en estos momentos. Estas regiones, salvo s. rad., 
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Además, este aumento parece afectar al número de células de microglía de forma significativa, 
inferior en el caso de los ratones SAM P8 en las mismas franjas de edad. En nuestro trabajo, 
los acúmulos de gránulos de PAS sólo se registraron en los SAM P8 a los 10 m y no antes 
(Figura 18, Resultados), por lo que podemos concluir que los cambios en la densidad de la 
microglía acontecen mucho antes que el acúmulo de estos depósitos.  
A los 2 m, los ratones P8 experimentan algunos cambios estructurales diferenciales, 
mucho antes de que se desarrollen los primeros síntomas de deterioro cognitivo manifiesto, 
reportados en la bibliografía (Amano et al., 1995) y en un periodo en los que se observan los 
primeros cambios asociado al envejecimiento (Diaz-Moreno et al., 2013; Miyamoto et al., 1986). 
Por ejemplo, los ratones SAM P8 comparados con los R1, la adquisición de respuesta pasiva 
de evitación, que mide conducta ansiosa, es ligera pero está significativamente alterada a los 2 
m y aumenta de forma llamativa con la edad. Lo mismo ocurre en pruebas que evalúan 
aprendizaje y memoria espacial (como la piscina de Morris y el tiempo de ejecución para 
alcanzar la meta) (Miyamoto et al., 1986). Todo parece indicar que las primeras alteraciones de 
la conducta se inician a los 2 m pero son llamativos y abruptos a edades mayores. Varios 
autores toman como edad media de aparición de los síntomas característicos de la EA en los 
P8 en torno a los 6 m (revisado en (Pallas et al., 2008), y los déficits de memoria y aprendizaje 
llamativos en SAM P8 suceden entre los 8 y los 10 m, junto a otras características similares a 
las observadas en la EA (Miyamoto et al., 1986). 
En los SAM P8 analizados en este trabajo, algunas regiones de CA1 parecen 
especialmente afectadas, como la capa de células piramidales o el estrato oriens. La existencia 
de pérdida neuronal en el envejecimiento fisiológico en el hipocampo (especialmente, la capa 
de neuronas piramidales) es controvertida, aunque sí está aceptada la pérdida neuronal en 
procesos patológicos tanto en humanos, como en modelos animales (Hof et al., 1996; Rapp y 
Gallagher, 1996).  
Nuestros resultados van en la dirección de la existencia de un ligero aumento de células 
Iba-1+ asociada al envejecimiento. El significado de este aumento no está del todo claro; una 
hipótesis aboga por un papel compensatorio (Streit y Xue, 2010), apoyado por varios estudios, 
sugieren que la capacidad proliferativa de la microglía no se pierde con la edad y de hecho, se 
puede ver aumentada bajo ciertas condiciones en comparación con cerebros jóvenes (Ajami et 
al., 2007; Huang et al., 2009), con el objetivo de mantener el nivel necesario de protección a 
medida que declina la capacidad funcional con la edad. En caso de procesos 
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sobreexpresión de varios marcadores, ha sido tomada como evidencia de que la proliferación 
de la microglía incluso aumenta con la edad. Esto es apoyado por varios estudios in vivo, 
usando marcadores de proliferación en ratones transgénicos (Baron et al., 2014). Se necesitan 
estudios adicionales para validar el potencial proliferativo de la microglía en EA, así como 
definir las consecuencias de esta expansión pero presumiblemente, la proliferación alrededor 
de las placas podría servir como una línea de defensa para limitar los depósitos amiloides. Por 
tanto, como podría estar ocurriendo en los SAM P8, si estos pools de microglía se agotan o no 
funciona bien (evidenciado por presentar el menor marcaje de células Iba-1+ en hipocampo en 
los SAM P8 de nuestro estudio), unido a la baja tasa de renovación de la propia microglía 
(Ajami et al., 2007; Lawson et al., 1992), entonces la expansión de las células senescentes 
disfuncionales no parece ofrecer mucha protección y se resiente el tejido, tal como se 
comprueba en modelos (Theriault y Rivest, 2016), provocando que estás regiones se vean más 
expuestas a los cambios del envejecimiento natural y repercuta en procesos patológicos 
propios del envejecimiento. 
Otra postura sostiene que el daño cerebral sea consecuencia de una historia 
acumulativa de estímulos inflamatorios ambientales, que hayan desencadenado episodios de 
proliferación de microglía puntual y que no fueron totalmente resueltos a nivel basal (Ajami et 
al., 2007). Esta hipótesis de trabajo parece explicar mejor los cambios observados en nuestro 
trabajo, dado que este aumento observado parece guardar mayor relación con el 
envejecimiento normal y no con el fenotipo neurodegenerativo asociado a la cepa P8. Nuestros 
datos indican que el aumento de células Iba-1+, comparando a edades avanzadas, parecen 
seguir la misma progresión en R1 como en P8, sin diferencias significativas en el fold change. 
El cómo la microglía se mantiene en el cerebro adulto tanto tiempo es una cuestión 
todavía pendiente. Por otro lado, aunque la permeabilidad de la barrera hematoencefálica 
(BHE) puede aumentar con la edad en condiciones como EA y en modelos de senescencia 
acelerada, no hay datos concluyentes que demuestren que estos cambios en sí mismo se 
deban a un aumento de la infiltración de macrófagos precursores periféricos (Del Valle et al., 
2009). 
3. Acúmulos de clústeres de células hipertróficas en ratones P8 
En los ratones SAM P8 a los 2 m, en nuestro estudio, se mostró una mayor proporción 
de clústeres de microglía que aumentaron con la edad en regiones basales y caudales del 
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que algunos autores reconocen como un signo de microglía activada (Kozlowski y Weimer, 
2012) o primed (Norden y Godbout, 2013), no se observa marcaje con MHC II en estas 
agrupaciones de células. La presencia de microglía activada formando clústeres se ha descrito 
en humanos en condiciones neurodegenerativas relacionadas con una activación de la 
respuesta inmune innata (van Horssen et al., 2012) y alrededor de las placas de Aβ y en SAM 
P10, P8 y R1 se ha descrito la proliferación de microglía hipertrófica, marcada con F4/80 con la 
edad, sin diferencias significativas entre cepas (Amano et al., 1995). 
De todas las regiones con presencia de clústeres de microglía, se seleccionaron 3 de 
las regiones por su relevancia en el envejecimiento (Figura 21, panel A, Resultados).  
En la formación reticular, sólo se registró un aumento significativo de acúmulos de 
microglía hipertrófica con la edad en SAM P8. A los 10 m, el aumento de acúmulos en P8 llega 
a ser significativamente mayor a los R1. La anatomía funcional de la formación reticular (Figura 
21, paneles B y C, Resultados) abarca una constelación de regiones cerebrales conectadas 
recíprocamente entre ellas, e implica una gran variedad de funciones. En los ratones SAM P8 
se registran múltiples cambios asociados al envejecimiento relacionados con estas estructuras, 
(Karasawa et al., 1997; Karasawa et al., 1999; Liu et al., 2008; Miyamoto, 1997; Takeda, 2009), 
así como alteraciones de comportamiento y de aprendizaje, relacionados con la disfunción de 
estas estructuras y a condiciones neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson 
(Gambardella et al., 2017; Schwartz y Roth, 2008). Estas alteraciones pueden provocar el 
aumento de microglía activada formando clústeres sobre los R1. 
En la sustancia nigra, se llega a idénticas conclusiones. A pesar de no darse un 
aumento significativo con la edad, se registra, a los 2 y 10 m, un mayor acúmulo de clústeres 
de microglía. La sustancia nigra es una región alterada en SAM P8 (pérdida de neuronas 
dopaminérgicas, menor recambio de dopamina) (Karasawa et al., 1997; J. Liu et al., 2010). 
En cuanto al hipocampo de nuestros ratones, sólo se detectaron cambios apreciables 
en el aumento de clústeres de microglía en el estrato oriens y estos cambios sólo resultaron 
significativos a los 2 m, registrándose un mayor acúmulo de clústeres en los P8. Además, a 
diferencia de las anteriores regiones, este aumento de clústeres parece seguir un patrón que 
recuerda a los descritos por (Streit et al., 2009) en sujetos humanos: la presencia de microglía 
envejecida junto con microglía de aspecto distrófico, sin co-localizar siempre microglía activada 
y zonas de lesión. A pesar de que muchos trabajos sugieren que la inflamación crónica 
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muchas condiciones neurodegenerativas parecen tener un papel más secundario, tal como 
evidencia los ensayos negativos derivados del tratamiento de antiinflamatorios para prevenir o 
revertir los efectos en pacientes con la EA (Kawas y Corrada, 2006).  
En varios estudios (Olah et al., 2011; Schilling y Eder, 2014; Bachstetter et al., 2015) se 
detecta un aumento de la heterogeneidad con la edad, donde se observan células con un 
patrón ramificado y una gran proporción de células de microglía de animales envejecidos con 
una morfología distrófica (Schilling y Eder, 2014). En nuestro estudio (Figura 27, Resultados), 
se pudo ver que la microglía de apariencia distrófica también es habitual en animales 
envejecidos y de SAM P8. En SAM P8 se registró mayor porcentaje de células con aspecto 
distrófico, sin hallarse otros cambios de morfología llamativos, ni hipertrofiada ni de aspecto 
ameboide. En sp se detectó que el número de ramificaciones primarias o el índice de 
ramificación eran significativamente menores al mostrado por ratones R1. Sin embargo, otras 
regiones del hipocampo no mostraron cambios. 
Por último, esta acumulación de clústeres de microglía puede ser debida a que la 
eliminación de restos celulares sea defectiva. Por ejemplo, la microglía de ratas envejecidas 
mostró una eliminación más lenta de células fagocíticas después de una lesión desmielinizante 
inducida por toxina (Zhang, 2006) Siendo la microglía los fagocitos del cerebro, no está claro 
qué mecanismo hay subyacente, si es que lo hay, en la limpieza de la propia microglía como 
plantean algunos autores (Lopez-Otin et al., 2013) o si este aumento es fruto de una 
defectuosa eliminación de las células muertas. Tanto en la bibliografía como en nuestro caso, 
con la cepa SAM, las alteraciones y cambios como consecuencia de procesos 
neurodegenerativos transcurren de forma muy regionalizada espacialmente y es dependiente 
de la edad, con regiones afectadas concretas y siguiendo patrones diferentes. Las causas 
parecen desconocidas. En un análisis de todo el genoma de la microglía de varias regiones 
discretas, a lo largo de la vida adulta del cerebro del ratón, se encontró que la microglía tenía 
diferentes identidades transcripcionales, que envejecen de una manera regionalmente variable. 
En el cerebro del ratón joven, las diferencias en las vías bioenergéticas e inmunoreguladoras 
es la principal explicación para justificar la heterogeneidad y se sugiere que la microglía de 
cerebelo e hipocampo coexiste de una forma más inmuno-vigilante (Grabert et al., 2016).  
Estudiando en profundidad el imunofenotipo según la región y en qué determinadas 
condiciones, o cómo se comporta, puede ser clave para entender el estado de la microglía en 
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ser consecuencia del ambiente regional que le haga más sensible a las alteraciones de la 
microglía y que estén más vinculados a procesos neurodegenerativos. 
4. Senescencia asociada a envejecimiento 
Algunos autores (Streit et al., 2014) han propuesto que la neurodegeneración puede ser 
causada por un mal funcionamiento de la microglía. Esta teoría explica el envejecimiento 
basándose en la senescencia asociada a replicación o a la capacidad finita de las células de 
iniciar ciclos de replicación, que pueden culminar en el acortamiento de telómeros y la 
consecución de la senescencia replicativa (Olovnikov, 1996). Se ha observado que la longitud 
de los telómeros en la microglía experimenta una progresiva disminución de los telómeros in 
vitro (Flanary y Streit, 2004) como in vivo, con cerebros envejecidos (Flanary et al., 2007). En 
este trabajo no se han evaluado estos parámetros pero se recurrieron a dos de los marcadores 
más comúnmente usados para medir senescencia. 
5. No co-localización de x-gal y microglía 
Nuestros resultados sobre la medida de actividad galactosidasa asociada a senescencia 
en la microglía de los ratones SAM P8 han resultado negativos. Se observa un aumento con la 
edad en el marcaje de x-gal asociado a senescencia (Figura 22, Resultados), en línea con lo 
observado por otros autores (Geng et al., 2010), pero sin embargo, no hay co-localización de 
células de microglía (Figura 23, Resultados). Este resultado negativo puede deberse a que la 
actividad galactosidasa asociada a senescencia (SA-βG) se ha aplicado para medir la 
senescencia replicativa (Cahu y Sola, 2013; Debacq-Chainiaux, 2008), por mecanismos que 
detienen la capacidad proliferativa de las células mitóticamente competentes para prevenir su 
transformación en tumores, más propia de células con una alta tasa de replicación, como líneas 
celulares tumorales (Streit et al., 2009; Streit et al., 2004). Sin embargo, dada la baja tasa de 
proliferación basal de la microglía (Ajami et al., 2007; Lawson et al., 1992), este tipo de 
mecanismo puede que no se esté dando. 
6. Co-localización de γH2A en microglía 
También hemos analizado la presencia de γH2AX, como un indicador de daño celular 
más específico y asociado con el estrés oxidativo, ambos fenómenos presentes en la cepa 
SAM P8 con le edad (Yang y Hu, 2005; Morley et al., 2012; Baltanás et al., 2013). En este 
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acúmulos de microglía permanecían alrededor de células que mostraban daño, pero sin co-
localizar en ningún momento con γH2AX. La mayor presencia de estrés oxidativo constatada 
con la edad (Bettio et al., 2017) y en SAM P8 como modelo de envejecimiento acelerado, 
parece corresponder con un ambiente de mayor estrés oxidativo en SAMP8. 
Por el contrario, en el hipocampo sí se detectaron algunas células de microglía positivas 
para γH2AX (Figura 24, Resultados), sin que haya un aumento llamativo en la proproción de 
células dañadas con respecto a las regiones basales. Dentro del hipocampo, CA1 se muestra 
más sensible al daño oxidativo (Wang et al., 2010) y parece justificar la mayor presencia de 
microglía γH2AX+ que en otras regiones del hipocampo, menos sensible a los daños del estrés 
oxidativo.  
 Asumiendo que la teoría de los radicales libres en el envejecimiento es correcta y el 
daño por radicales libres ocurre de forma inevitable en organismos aeróbicos, llevaría en última 
instancia al desarrollo de la mayoría de las enfermedades asociadas a edad. La demostración 
reciente de Raj et al., en el que el daño del DNA en un modelo animal de estrés genotóxico  
causa  una leve activación de la microglía,  ofrece claro apoyo a la idea de que el daño por 
radicales libres, el cual a veces produce daño en el DNA y provoca neuroinflamación leve. 
(Streit et al., 2014) 
Sin embargo, este punto de vista no tiene en cuenta que el principal propósito de la 
senescencia es el de prevenir la propagación de células dañadas (Streit et al., 2004) y 
desencadenar su eliminación por el sistema inmune. Por tanto, es posible que la senescencia 
sea una respuesta compensatoria beneficiosa, que contribuye a liberar los tejidos de células 
dañadas o potencialmente oncogénicas. Este punto de control de las células, sin embargo, 
requiere de un eficiente sistema de eliminación celular, que implica la retirada de las células 
senescentes y la movilización de progenitores para reestablecer el número de células. En 
organismos envejecidos, este sistema de recambio puede volverse ineficiente o agotarse la 
capacidad regenerativa de células progenitoras, ocasionando la acumulación de células 
senescentes que puede agravar el daño y contribuir al envejecimiento (Lopez-Otin et al., 2013). 
7. Aumento de Iba-1-MHC II+ en plexos coroideos con la edad.  
Los cambios relacionados con la edad en el fenotipo y propiedades funcionales de la 
microglía han sido descritos anteriormente (ver Introducción (Conde y Streit, 2006; Harry, 2013; 
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sano, se habla de un fenotipo en el que hay una disminución de marcadores de activación de 
microglía (downregulated) ( Perry y Teeling, 2013). Para la expresión de MHC II en concreto, 
no hay expresión constitutiva en células de parénquima (Aloisi et al., 2000), o por lo menos son 
indetectables mediante métodos de inmunohistoquímica (Bechmann et al., 2007; Olah et al., 
2011).  
Nuestro trabajo apoya la existencia de un aumento claro en la expresión de MHC II con 
la edad en consonancia con los resultados de (Frank et al., 2007; Perry y Teeling, 2013) y en 
ratones SAM (Shimada y Hasegawa-Ishii, 2011). En la corteza cerebral, usando OX6, que 
reconoce antígenos de MHC II, los SAM P8 mostraron un mayor marcaje a los 5 m (Sureda et 
al., 2006), datos que, según los autores, indicaban un aumento de la microgliosis en cerebro de 
SAM P8 a edad temprana. Nuestros datos indican la existencia de un aumento de células Iba-
1+MHC II+ en los ratones envejecidos (Figura 25, panel A, Resultados), en línea con lo datos 
que han sido descritos (Conde y Streit, 2006). Estos estudios no han podido ser realizados en 
los ratones R1, ya que el anticuerpo utilizado no reconoce el haplotipo de MHC II existente en 
esta cepa (ver Resultados).  
Lo que sí podemos afirmar, es que en los SAM P8, existe un aumento significativo de 
células Iba-1+-MHC II+ con la edad y estuvo restringida a meninges y plexos coroideos, en 
semejanza a lo que ocurría en animales normales adultos (Figura 11, Resultados). Aunque 
existen trabajos en los que se han observado células MHC II+ en parénquima cerebral de 
animales envejecidos (Cerbai et al., 2012; Henry et al., 2009), en estos animales se utilizaban 
distintos marcadores y técnicas y además, no evaluaban la posibilidad de que estas células de 
parénquima fueran en realidad macrófagos perivasculares. El consenso general es que no hay 
estudios bien controlados que demuestren la presencia de células de microglía MHC II+ en BP 
de animales envejecidos, por lo que podemos decir que la expresión no es significativa en el 
envejecimiento o la técnica usada no es lo suficientemente sensible para detectar cambios con 
la edad.  
Como se adelantó en Resultados, no se pudo evaluar SAM R1 por disponer de un 
haplotipo diferente que no reconocía nuestro marcador (Shimada y Hasegawa-Ishii, 2011). Se 
tomó como referencia las cepas de ratones con un fondo genético similar: los ratones CD1-
ICR. En los ratones CD1, nuevamente, las células Iba-1+-MHC II+ se expresaron sólo en plexos 
coroideos y meninges. No hay cambios significativos de 2 a 10 m, pero sin embargo, se 
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que ocurría con la cepa R1 al contabilizar número de microglía con la edad (Figura 19 y 20, 
Resultados).  
El sistema inmune de ratones SAM muestra signos de senescencia prematura en varios 
aspectos funcionales (Hosokawa, 2004; Hosokawa et al., 1987). Las células cultivadas del 
bazo de ratones SAM, con el haplotipo H2k mostraban una producción alterada de anticuerpos 
contra proteínas antigénicas, indicando que las cepas SAM P8 presentan deficiencias a edades 
tempranas (2 m) (Hosokawa et al., 2003; Shimada y Hasegawa-Ishii, 2011). Los cambios 
relacionados con la edad en la función de las APC (principal tipo celular que expresa MHC II+), 
se han examinado en ratones SAM P1, observando en MLR (mix de reacción linfocitaria) en 
células dendríticas (DCs) de P1 envejecidos, menor actividad estimulatoria que en P1 jóvenes 
o en controles BALB/c envejecidos. Estos cambios asociados a edad en la actividad 
estimuladora de las APCs estaban relacionados con la reducción de marcadores de superficie 
como los MHC II en APCs (DCs y células B), las cuales son esenciales para la interacción y co-
estimulación de células Th   (Shimada y Hasegawa-Ishii, 2011). A pesar de verse discrepancia 
entre deficiencia de Th2 sólo in vitro y de Th1 sólo in vivo, ambos sugieren que los ratones 
SAM P son defectivas en montar una apropiada repuesta inmune a un estímulo inflamatorio a 
nivel periférico (Shimada y Hasegawa-Ishii, 2011). En otro estudio (Abe et al., 1994), los 
análisis de citometría de flujo también revelaron que el tamaño de la fracción de células T, 
especialmente las CD4+T fue menor en SAM P8 envejecido que en SAM R1, pese a que el 
tamaño de la fracción de linfocitos en bazo fue comparable entre P8 y R1 (Abe, 1994; 
Hosokawa, 2004; Hosokawa et al., 1987; Nishimura et al., 2002; Yoshioka et al., 1989). Estos 
estudios nos llevan a concluir que la función de las TCD4 en SAMP8 es deficiente y quizás la 
respuesta de las APC se encuentra comprometida y esto podría explicar la menor proporción 
de MHC II en los SAM P8. No obstante se necesitarían, marcadores específicos de APC para 
confirmarlo. 
8. Expresión de citoquinas con la edad 
La inflamación crónica presenta varias características de inflamación aguda pero 
usualmente es de baja intensidad y persistente, resultando en una serie de repuestas que 
conducen a la degeneración del tejido. Hay varios posibles mecanismos de inflamación crónica: 
(1) producción persistente de moléculas reactivas por infiltración de leucocitos diseñado para 
eliminar patógenos (2) las células no inmunes dañadas y las células activadas inmunes llevan a 
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fenotipos de las células de alrededor, a veces con el detrimento de la función de los tejidos 
normales (3) la interferencia con la “señalización anabólica”.  
Varios tejidos, incluyendo al cerebro, muestran un desequilibrio entre los niveles de 
citoquinas pro y antiinflamatorias, probablemente en un estado crónicamente inflamado, 
aunque sin signos de infección (Droge y Schipper, 2007; Vijg y Campisi, 2008). En general, la 
microglía de ratones envejecidos se muestra resistente al cambio a fenotipo M2 en presencia 
de IL-4 (Fenn et al., 2012). Un fenotipo resistente a pasar a M2 en un modelo de la EA como 
los APP–PS1, provocó la acumulación de oligómeros Aβ y la consecuente pérdida neural 
(Jimenez et al., 2008). La microglía también parece ser refractaria a señales de desactivación 
como Cx3cl-1 y TGFβ (Norden y Godbout, 2013). Por tanto, parece consecuente pensar que la 
activación desmesurada de las células mieloides está más relacionada con una repuesta 
maladaptativa que protectora. 
Muchos de los estudios previos se basan en análisis de expresión de citoquinas en 
muestras de tejido cerebral. Dado que la microglía no es el único tipo celular que interviene en 
la repuesta inflamatoria (Liu et al., 2015), la ventaja de nuestro estudio sobre otros realizados 
en SAM P8 (Tha et al., 2000) es que se pudo purificar microglía adulta para ver de forma más 
específica el perfil de expresión y poder confirmar si la microglía en los ratones SAM P8 está 
en un estado reactivo o primed. Además se pudo comparar con la expresión de plexos 
coroideos y membranas por separado.  Muchas veces se describe a la microglía del cerebro 
envejecido como una población de microglía reactiva, evidenciado por un aumento de 
marcadores de inflamación cuando se activa por un estímulo inmune (como LPS). Sin 
embargo, otros describieron a la microglía del cerebro envejecido como senescente o 
distrófico. La terminología depende del contexto en el cual la microglía sea examinada y está 
claro que la microglía de roedores envejecidos también tienen otros impedimentos funcionales 
(Norden et al., 2013). 
Centrándonos en nuestros datos con SAM P8 (Figura 26, panel A, Resultados), en el 
parénquima cerebral a los 2 m, la expresión de citoquinas pro-inflamatorias IL-6 y CCL-2 fue 
mayor en ratones P8 que en ratones R1. IL-6 parece afectar especialmente a las habilidades 
cognitivas, particularmente en memoria y funciones ejecutivas (Schram et al., 2007). Este mal 
desempeño cognitivo inducido por neuroinflamación puede promover depresiones en edades 
avanzadas y marcadores de inflamación como IL-6 está también asociado con depresión en el 
anciano (Stewart et al., 2009). Los ratones SAM P8 en algunos estudios de conducta 
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Al evaluar estos mismos ratones a los 10 m, CCL-2 se mantenía elevado y Tnf-α e IL-1β 
aumentaron significativamente en ratones P8 sobre los ratones R1. Las quimioquinas como las 
proteínas quimio-atrayentes de monocitos (MCP-1 o CCL-2), son importantes mediadores de la 
migración de leucocitos y están aumentados en glía activada (Aloisi et al., 2000) y durante el 
envejecimiento en el cerebro (Kumagai et al., 2007). 
La expresión aumentada de IL-1β en el hipocampo, que vemos incrementada en los P8, 
afecta a la memoria contextual y espacial en ratones (Hein et al., 2010), así como la 
potenciación a largo plazo (Murray y Lynch, 1998). Además, se ha demostrado su papel 
mediador en la disfunción cognitiva inducida por lipopolisacárido (LPS) y estrés crónico. Los 
ratones transgénicos a los que les falta la expresión de caspasa-1 (implicada en el 
preprocesamiento de IL-1β), no sufren la pérdida de memoria contextual con el envejecimiento 
(Gemma et al., 2005). Esto parece coincidir con los cambios sucedidos en nuestros ratones 
SAM P8 y nos lleva a la conclusión de que este aumento significativo a los 10 m puede explicar 
parte del deterioro cognitivo asociado a edad. 
TNF-α es una citoquina que en humanos envejecidos se encuentra elevada en plasma y 
está asociado con demencia (Bruunsgaard et al., 1999). TNF-α parece tener un papel clave 
para transferir la señal de inflamación periférica al cerebro (Qin et al., 2007) y actúa de una 
forma autocrina/paracrina que activa la expresión de los TLR2 en microglía (Syed et al., 2007) 
y tiene un rol esencial en la iniciación y amplificación de la cascada inflamatoria (regulación de 
la liberación de quimioquinas y citoquinas), estrés oxidativo, reclutamiento de células inmunes y 
moléculas de adhesión, apoptosis  y mecanismos de reparación específico de tejido (Terrando 
et al., 2010).  
Usando marcadores de microglía de nuestras muestras para contabilizar la población 
celular, la expresión del marcador Cx3cr-1 e Iba-1 no aumenta con la edad (2-10 m), tal como 
se observó en los contajes de microglía Iba-1+ en hipocampo total de los 2-10 m (Figura 20, 
Resultados). Sólo se vio una expresión significativamente mayor de Iba-1 a los 2 m en ratones 
R1 sobre P8. Sin embargo, al comparar animales R1 y P8 con el marcador Cx3cr-1, específico 
de microglía (Harrison et al., 1998), no hay diferencia en los niveles de expresión de Cx3cr-1. 
No sabemos a qué se debe esta diminución de la expresión de Iba-1 en P8 sobre los R1 a los 2 
m, pero presumiblemente sea debido a que no toda la microglía en P8 expresan Iba-1+ como 
para ser detectada. Tomando ambos datos en conjunto, esta discrepancia probablemente 
pueda explicarse del siguiente modo: el número de microglía no parece cambiar de forma 
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Iba-1 reconoce células en estado quiescente y activadas, y aumenta de intensidad con la 
activación ante un daño o con el envejecimiento; sin embargo, en los ratones P8 hay menor 
expresión de este marcador. Por lo tanto, sería interesante evaluar en el futuro, si la expresión 
de Iba-1 es un buen marcador del estado inflamatorio de la microglía.  (14 m en Figura 19, 
Resultados).   
En la bibliografía, no se observan cambios de nivel de expresión de Cx3cr-1 en cerebro 
con la edad en ratones sin patología (Wynne et al., 2010). Sin embargo, sí se observa que 
aumenta en presencia de estímulos como LPS y que esta resulta mucho mayor en jóvenes que 
en envejecidos, demostrando un fenotipo downregulated. Hay también evidencia de que en 
modelos animales, mimetizando aspectos de enfermedades neurodegenerativas humanas, la 
neuropatología puede agravarse por la deleción de Cx3cr-1 (Masocha, 2009), demostrando su 
papel protector en cuanto la función se encuentra disminuida  
La microglía de parénquima de ratones SAM P8, a tenor de la elevada producción de 
citoquinas en ausencia de estímulos inflamatorios (Figura 26, Resultados), adquiere con la 
edad un fenotipo descrito en la bibliografía como primed, característico de humanos y animales 
envejecidos (Norden y Godbout, 2013). En el futuro, sería interesante evaluar, cómo sería la 
respuesta de la microglía ante un daño o infección y cómo respondería a estos cambios. 
Probablemente, el escenario más plausible es la existencia, en el envejecimiento, de un círculo 
vicioso en que restos celulares o desechos liberados del daño celular (producto del 
envejecimiento normal o condiciones patológicas que puedan generar respuesta inflamatoria), 
puedan llegar a mimetizar productos bacterianos y funcionar como un “daño endógeno” 
asociado a DAMPS que activan la inmunidad innata.  Como el daño puede ser acumulativo a lo 
largo de la edad, la repuesta de peligro se vuelve crónica y por tanto, maladaptativa.  
En cuanto a la expresión de plexos coroideos y meninges diseccionados de cerebro 
(m/Ch), evaluando la expresión de citoquinas proinflamatorias (Tnf-a, IL1-b, IL-6, Ccl-2) y 
marcadores de macrófagos de parénquima o microglía (Iba-1 y Cx3cr-1), no se observan 
diferencias significativas (Figura 26, panel B, Resultados). Esto nos lleva a concluir que la 
activación de la microglía en ratones SAM P8 no se encuentra directamente originada por los 
estímulos externos y que los cambios suceden en el propio parénquima. Estos resultados 
convergen con lo que se entiende como inflamación estéril dentro del cerebro. De forma similar 
a la inflamación inducida por microorganismos, la inflamación estéril está marcada por el 
reclutamiento de neutrófilos y macrófagos y la producción de citoquinas inflamatorias y 
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específicamente los DAMPS son reconocidos específicamente por sus receptores (ver 
Introducción). El prototipo de receptor específico de DAMS es el receptor de AGes (RAGe). 
Además de los Ages, RAGe también reconoce HMGb1 (Hori et al., 1995) y los miembros de la 
familia S100 (Hofmann et al., 1999), los cuales se liberan durante el estrés celular y con la 
muerte de células por necrosis, β-amiloide (Yan et al., 1996), etc. La activación de los RAGE 
por sus ligandos desencadena una activación de varías vías de señalización, que llevan a la 
inducción de citoquinas proinflamtorias como TNF-α (Hofmann et al., 1999; Huang et al., 2001).  
Como conclusión final, los resultados obtenidos en este estudio y en bibliografía en el 
envejecimiento normal y patológico, apoyan que la microglía con la edad adquiriere un fenotipo 
más inflamatorio, con mayor expresión de citoquinas proinflamatorias y receptores relacionados 
con la inflamación en el cerebro. Esta condición de aumento basal de la inflamación con la 
edad es referida como microglía reactiva o sensibilizada. Un incremento modesto en el perfil 
inflamatorio del SNC y una función alterada de la microglía con el envejecimiento, tendría 
consecuencias en los cambios en el comportamiento y cognitivos asociados a la edad. Estos 
cambios, junto a otros ya descritos en el proceso de envejecimiento, el menor control inhibitorio 
colinérgico de la microglía en ancianos y por extensión, pacientes con incipientes signos de 
enfermedad neurodegenerativa, indican la posibilidad de un proceso neuroinflamatorio 
descontrolado subyacente. Nuestros datos apoyan la existencia de liberación de citoquinas que 
puede ser la causa del agravamiento de los déficits cognitivos. Al mismo tiempo, se observa 
que la microglía en algunas regiones del cerebro aumenta la proporción de microglía distrófica 
(Figura 27, Resultados). Desde los 2 meses se observa en hipocampo (capa de neuronas 
piramidales) alteraciones en la morfología de los SAM P8, con una significativa menor 
presencia de ramificaciones primarias (Figura 28, Resultados). Estudios más exhaustivos serán 
necesarios en el futuro para aclarar todas estas cuestiones abiertas. 
Por tanto, en este segundo bloque podemos concluir en los SAMP8, en sujetos libres de 
patología, la microglía tiene un fenotipo más inflamatorio que en ratones SAMR1 y se observan 
cambios morfológicos propios del envejecimiento, convirtiéndolo así en un modelo para 
estudiar el envejecimiento normal y procesos neurodegenerativos donde la neuroinflamación 
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1. Las células mieloides muestran cambios morfológicos entre macrófagos de parénquima, 
con una estructura muy organizada y regionalizada, y el resto de las localizaciones 
(meninges, perivasculares y plexos coroideos), con menor ramificación y procesos 
cortos y engrosados. 
 
2. La expresión de CD115/CSF1R y MCH II co-localiza en macrófagos de plexos 
coroideos, meninges y perivasculares, pero no en parénquima. 
 
3. La expresión de CD115/CSF1R e Iba-1 co-localiza en parénquima y plexos coroideos 
pero no en las células CSF1R EGFP+ de las meninges. 
 
4. El tratamiento con Flt3L preferencialmente expande una subpoblación de 
CD45hCD11blow de células MHC II+ en m/Ch y sugiere que son las bDCs previamente 
descritas. 
 
5. La expresión selectiva de Dngr-1 en membranas m/Ch de animales tratados con Flt3L 
permite la discriminación adicional de una subpoblación de bDCs. 
 
6. La microglía de los ratones SAM P8 y ratones envejecidos en parénquima muestran 
cambios morfológicos compatibles con un fenotipo senescente en el hipocampo y no co-
localizan con las células MCH II+. 
 
7. Los SAM P8 muestran aumento de células Iba1+-MHC II+ en plexos coroideos con la 
edad; sin embargo, la población de células Iba-1+-MHC II+ es menor que en ratones 
CD1-ICR de las mismas edades. 
 
8. Los ratones R1 y P8 muestran un aumento del número de microglía Iba-1+ en 
hipocampo a los 14 meses. 
 
9. Los ratones SAM P8 tienen una menor tinción de células Iba-1+ que los ratones SAM R1 
a los 2 y 10 meses en hipocampo. 
 
10. Los acúmulos de gránulos de PAS aumentan con la edad en ratones SAM P8.  
 
11. Los clústeres de microglía aumentan en ratones SAM P8 a los 2 y 10 meses en 
regiones basales y caudales del cerebro pero no co-localizan para MHC II.  
 
12. La microglía en los ratones SAM P8 muestran signos de daño celular en hipocampo con 
γH2AX pero no en otras regiones. 
 
13. Los SAM P8 muestran un aumento de células Iba-1+MHC II+ en plexos coroideos con la 
edad. 
 
14. La microglía aislada de parénquima muestra una mayor repuesta inflamatoria en SAM 
P8 que en SAM R1 en condiciones basales a los 2 y 10 meses, mientras que en las 
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DNGR-11 Dendritic Cells are Located in
Meningeal Membrane and Choroid Plexus of
the Noninjured Brain
Elena Quintana,1 Andres Fernandez,1 Patricia Velasco,1 Belen de Andres,2 Isabel Liste,3
David Sancho,4 Marıa Luisa Gaspar,2 and Eva Cano1
The role and different origin of brain myeloid cells in the brain is central to understanding how the central nervous system
(CNS) responds to injury. C-type lectin receptor family 9, member A (DNGR-1/CLEC9A) is a marker of specific DC subsets
that share functional similarities, such as CD8a1DCs in lymphoid tissues and CD1031CD11blowDCs in peripheral tissues. Here,
we analyzed the presence of DNGR-1 in DCs present in the mouse brain (bDCs). Dngr-1/Clec9a mRNA is expressed mainly in
the meningeal membranes and choroid plexus (m/Ch), and its expression is enhanced by fms-like tyrosine kinase 3 ligand
(Flt3L), a cytokine involved in DC homeostasis. Using Clec9aegfp/egfp mice, we show that Flt3L induces accumulation of DNGR-
1-EGFP1 cells in the brain m/Ch. Most of these cells also express major histocompatibility complex class II (MHCII) molecules.
We also observed an increase in specific markers of cDC CD8a1 cells such as Batf-3 and Irf-8, but not of costimulatory mole-
cules such as Cd80 and Cd86, indicating an immature phenotype for these bDCs in the noninjured brain. The presence of
DNGR-1 in the brain provides a potential marker for the study of this specific brain cell subset. Knowledge and targeting of
brain antigen presenting cells (APCs) has implications for the fight against brain diseases such as neuroinflammation-based
neurodegenerative diseases, microbe-induced encephalitis, and brain tumors such as gliomas.
GLIA 2015;63:2231–2248
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Introduction
The immune-privileged state of the brain has receivedrenewed attention in recent years (Galea et al., 2007).
Immune cells are today believed to contribute to the physiol-
ogy of the nondiseased brain, and there is increasing evidence
for the existence of distinct cells of myeloid origin in the
brain with functions that are still not fully understood (Prinz
et al., 2014 and references therein). Brain myeloid cells com-
prise microglia cells, perivascular, meningeal, and choroid
plexus macrophages, periphery-derived monocytes, and brain
dendritic cells (bDC). Parenchymal microglia is clearly impli-
cated in the steady-state brain. Microglia cells in the healthy
brain have a small soma with extensive radial ramifications
that actively survey the microenvironment (Nimmerjahn
et al., 2005). They have a myeloid origin; they derive from
embryonic yolk sac progenitors (Ginhoux et al., 2010) and
are sustained by local progenitors (Ajami et al., 2007). A fur-
ther focus of interest is the trafficking of leukocytes and
monocytes through the meningeal and choroid plexus (m/Ch)
barrier to patrol the healthy brain or contribute to repair after
sterile or nonsterile CNS injury (Ajami et al., 2007; Ransoh-
off and Cardona, 2010; Shechter et al., 2013).
The existence of dendritic cells in the brain has been
described before in noninjured rat and mouse m/Ch
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(McMenamin, 1999; Matyszak and Perry, 1996; McMenamin
et al., 2003), in the EAE (experimental autoimmune encepha-
lomyelitis) mouse model (Serafini et al. 2000; Fischer and
Reichmann, 2001; McMahon et al., 2005), and in multiple
sclerosis (MS) in the human brain (Prodinger et al., 2011).
Recent data obtained with transgenic mouse lines confirm the
existence of resident bDCs in the nondiseased mouse brain;
for example, bDCs from transgenic CD11c-EYFP mice iden-
tified by EYFP expression colocalize with other immune
markers commonly associated with DCs and microglia/mac-
rophages (Axtell and Steinman, 2009; Bulloch et al., 2008;
D’Agostino et al., 2012). Furthermore, bDC CD11c1 cells
have been identified in CD11c-GFP mice (Jung et al., 2002;
Prodinger et al., 2011). In the periphery, DCs are the antigen
presenting cells (APC) that mediate T-cell immunity and tol-
erance. The DC network is complex and comprises several
DC subsets, and DC development has been shown to be
dependent on fms-like receptor tyrosine kinase 3 ligand
(Flt3L) (Heath and Carbone, 2009; Watowich and Liu,
2010). The m/Ch barrier contains a population of Flt3L-
dependent DCs akin to the CD8a1 subset of spleen conven-
tional DCs (cDC) (Anandasabapathy et al., 2011). However,
further work is needed to precisely characterize the DC sub-
sets in the noninjured brain.
DNGR-1 (CLEC9A) is a C-type lectin receptor that
specifically marks a functional subset of DCs defined by
dependence on BATF-3, IRF-8, and Id2. Differentiated DCs
expressing DNGR-1 include CD8a1 cDCs and CD1031
DCs in peripheral tissues (Huysamen et al., 2008; Iborra
et al., 2012; Poulin et al., 2010; Poulin et al., 2012; Sancho
et al., 2008; Schraml et al. 2013). DNGR-1 is involved in
recognizing death cell antigens (Sancho et al., 2009), and
DNGR-11 DCs could play a role in presentation of antigen
to CD41 T cells and cross-presentation to CD81 T cells.
Dngr-1/Clec9a mRNA has been examined in total human and
mouse tissues, with the highest expression detected in human
brain, thymus, and spleen (Huysamen and Brown, 2009), but
the specific location of this expression in the brain has so far
not been reported. In mouse tissues, different Dngr-1 iso-
forms are detected in spleen DCs (Sancho et al., 2008). Here,
we analyzed the distribution of brain myeloid cells and the
expansion of a DNGR-11 DC subset after treatment with
Flt3L. DNGR-11 DCs localize in meningeal membranes and
choroid plexus (m/Ch) but are scarce in brain parenchyma
(BP), and we show that DNGR-1 expression in the brain is
increased in response to Flt3L. The tracking of DNGR-11
DCs will facilitate future studies into the role of this DC sub-
set in the brain.
Materials and Methods
Cells: B16 murine Flt3L-secreting tumor cells were grown in
DMEM supplemented with 10% FBS (Iborra et al., 2012).
Animals
The transgenic mouse line c-fms-EGFP (Csf1r-EGFP) (Sasmono
et al., 2003; macgreen), mice expressing EGFP under the promoter
of c-fms (CSF1R) are characterized by the expression of enhanced
green fluorescence in brain myeloid cells. Clec9aegfp/egfp mice
(DNGR-1-deficient) (Sancho et al., 2009) on the C57BL/6 back-
ground were backcrossed more than 10 times to C57BL/6J-Crl.
Batf32/2 mice (Hildner et al., 2008) were backcrossed more than
10 times to the C57BL/6 background and further backcrossed with
C57BL/6 mice at the CNIC to establish WT and Batf32/2 colonies
from the heterozygotes. Animal studies were approved by the local
ethics committee. Mice were bred and maintained in animal facilities
at the Instituto de Salud Carlos III. All animal procedures con-
formed to EU Directive 2010/63EU and Recommendation 2007/
526/EC regarding the protection of animals used for experimental
and other scientific purposes, enforced in Spanish law under Real
Decreto 1201/2005.
Tissue Processing
For experiments involving immunochemistry, mice were deeply anes-
thetized by i.p. injection of a mixture of ketamine and xylazine and
transcardially perfused with 25–30 mL of saline solution for 5 min,
followed by 4% PFA (Sigma Aldrich, St Louis, MO), pH 7.4, in
0.1 M phosphate buffer (PB, Sigma). After perfusion with the fixa-
tive, brains were dissected out and postfixed with 4% PFA for 18–
20 h at 48C. After fixation, brains were rinsed in 0.1 M PB and
placed in 15% glucose at 48C until they sank, and then in 30%
sucrose in PB at 48C for 72 h. Finally, brains were embedded in tis-
sue freezing medium (Tissue-Tek O.C.TTM, Sakura), frozen immedi-
ately in dry-ice-cooled 2-methylbutane (Sigma-Aldrich), and stored
Abbreviations
APC antigen presenting cell
bDC brain dendritic cells
BP brain parenchyma
CNS central nervous system
CSF colony-stimulating factor
CSF1r colony-stimulating factor 1 receptor
CTL cytotoxic T lymphocyte
Dapi 4 ’,6-diamino-2-fenilindol
DC dendritic cells
DNGR-1/CLEC9A C-type lectin domain family 9, member A
EGFP enhanced green fluorescent protein
FBS foetal bovine serum
FC flow cytometry
FLT3-L FMS-like tyrosine kinase 3 ligand
GFAP glial fibrillary acidic protein
Iba1 ionized calcium-binding adapter molecule 1
IF immunofluorescence
kDa kiloDalton
m/Ch meningeal membranes and choroid plexus
MHC major histocompatibility complex
PB Phosphate buffer
PBS phosphate buffer saline
PFA paraformaldehyde
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at 2708C. Coronal sections (30 lm) were cut using a CM1950
cryostat (Leica Microsystems) and stored at 2208C until use. For
the CD11c staining, mice were perfused for 1 min with saline fol-
lowed by 4% ice-cold PFA and postfixation for not more than 8 h.
The 3D reconstruction in Fig. 1 and the meningeal membrane stud-
ies were performed with 80 lm vibratome horizontal sections (Leica
VT1200s).
Immunohistochemistry
Immunohistochemistry was performed on frozen brain sections by
standard indirect staining (primary antibody followed by a fluores-
cent secondary antibody) as described in (Serrano-Perez et al., 2011)
but using phosphate as buffer and 10% FBS for blocking. Antibod-
ies were diluted in 0.1 M PB containing 1% FBS (Hyclone), 0.06%
Triton-X100 (Sigma), and 150 mM glycine (Merck). Rabbit anti-
Iba1 (1:100, Wako) was used to detect expression of microglia, Rat
anti-mouse I-A/I-E (1:100, clone 2G9, B.D. Pharmingen) was used
to detect antigen-presenting cells, Rabbit anti-pan-laminin (L9393
Sigma) was used to detect basal membrane, Rat anti-mouse CD31
(clone MEC13.3 BD Pharmigen) to detect endothelial cells, and
biotin-anti-mouse CD11c (clone N418, Biolegend) to detect DCs.
Samples stained with CD11c biotinylated antibodies were treated
with the Biotin Blocking System (Vector Laboratories) before endog-
enous peroxidase activity was quenched with hydrogen peroxide.
Anti-CD11c staining was detected with horseradish peroxidase-
conjugated streptavidin/Cy3-tyramide using the tyramide signal-
amplification system (Perkin Elmer, Boston, MA) according to the
manufacturer’s instructions. The secondary antibodies used were
FIGURE 1: EGFP expression in Csf1r-EGFP transgenic mice. Nuclei are stained with Dapi (blue); brain microglia/macrophages from direct
fluorescence of Csf1r-EGFP cells (green), CD31 positive cells labeled blood vessel (red), and pan-laminin staining for basement mem-
branes (white). (A, panel i) Direct fluorescence map of adult mouse Csf1r-EGFP brain coronal sections (203, 1.73 digital zoom). (B, panel
i) Shows 403 magnifications of EGFP-positive cells and CD31-positive cells in choroid plexus. Inset shows 633 (33 digital zoom) magni-
fication of cells marked with an arrow. (C, panel i) Shows 403 magnifications of EGFP-positive cells and CD31-positive cells in pia lepto-
meningeal membrane. Inset shows 633 (33 digital zoom) magnification of cells marked with an arrow. (A, panel ii) Confocal microscopy
z-stack images of 30-lm-thick cryostat sections showing brain blood vessel marked with an arrow in panel i (633, 33 digital zoom). Dou-
ble asterisks (**) mark a parenchymal Csf1r-EGFP-positive cells close to the blood vessel (juxtavascular) and green arrow marks a perivas-
cular macrophage. Inset shows a 3D reconstruction of perivascular Csf1-EGFP positive cell. White arrows indicate both basement
membranes (endothelial and parenchymal) around the Csf1-EGFP-positive cell. (B, panel ii) Confocal microscopy z-stack images of 30-
lm-thick cryostat sections, showing choroid plexus (633, 33 digital zoom). (C. panel ii) Confocal microscopy z-stack images of upper 30
lm from 80 lm vibratom sections showing pia leptomeningeal membranes (633, 33 digital zoom). Insets in panel ii show 3D reconstruc-
tions of arrowed cells. Images were obtained with a SP5 Leica TCS confocal fluorescent microscope. Scale bars are included in the
images. Images are representative of the different brain localizations.
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labeled with Cy3, 488, and 647 fluorochromes (Jackson Immunore-
search). Controls were conducted by omitting the primary antibody,
MHC-II controls incorporate the isotype Rat IgG2aj, and CD11c
controls incorporate biotin-control isotype IgG. Slides were finally
counterstained with DAPI (5 lg/mL, Life technologies) and
mounted in a mixture of Mowiol/50% DABCO (Sigma). Antibodies
are described in Supporting Information, Table 1.
Confocal Microscopy and Analysis
Images were acquired on a Leica TCS SP5 inverted confocal laser
scanning microscope (Leica Microsystems). Brain maps in Fig. 1
were imaged using a 203 objective and a 1.73 digital zoom (4 lm
step size, 500 3 500 pixel resolution). Other images were acquired
using a 403 objective (1 lm step size, 1024 3 1024 pixel resolu-
tion) for standard images and a 633 objective with a 33 digital
zoom (0.5 lm step size, 1024 3 1024 pixel resolution) for detailed
images. Images are presented as average projections of z-stacks and
keeping parameters constant using negative control slides stained
with primary antibody to identify potential nonspecific, background
fluorescence. Exceptions are mentioned in figure legends. Acquired
z-stacks were background-subtracted with Leica LAS AF 2.6.3 soft-
ware and secondary processed and analyzed using Adobe Photoshop
CS3 (Adobe Systems) and ImageJ (National Institute of Health,
http://rsb.info.nih.gov/ij) for ROI quantification and cell counting.
For 3D reconstructions, the plugging 3D viewer for ImageJ was
used.
Cell Preparation
Mice with an age of 6–12 weeks with different genetic background
as specified were left noninjected or injected subcutaneously (s.c.) in
the flank with 5 3 106 B16 murine Flt3L-secreting tumor cells.
Between days 12 and 16 after injection, when tumors measured
approximately 1 cm2, mice were sacrificed, and intracardiac perfu-
sion was performed using phosphate buffered saline (PBS) with
observed blanching of the spleen during 5 min at a speed of 5 mL/
min. Complete brains and spleens were dissected and for most
experiments meningeal (piamater) membranes and choroid plexus
(m/Ch) were carefully removed with fine tweezers. Brain tissue was
finely minced into small pieces and treated with a specific protease
mix depending on the tissue. For brain without m/Ch, cells were
prepared as in Sierra et al. (2007) with modifications. Each brain,
without the m/Ch and cerebellum, was digested in 5 mL of enzyme
solution (20 units/mL papain (Worthington) and 0.025 units/mL
DNAse (Sigma) in buffer containing 116 mM NaCl, 5.4 mM KCl,
26 mM NaHCO3, 1 mM NaH2PO4, 1.5 mM CaCl2, 1 mM
MgSO4, 0.5 mM EDTA, 25 mM glucose, and 1 mM L-cysteine,
pH 7.5) for 30 min at room temperature (RT) with agitation. The
brain homogenate was washed and filtered once through a 70-lM
filter to remove undigested fragments and then washed twice more,
followed by centrifugation at 300g for 7 min. Cells were resuspended
in 30% Percoll (GE Lifesciences) under 5 mL HBSS and centrifuged
at 300g for 20 min at RT with slow acceleration and no brake. The
pellet was collected and washed with HBSS (spin 300g, 7 min). All
subsequent washes were performed with ice-cold PBS containing 2%
(vol/vol) FBS. This preparation contains microglia/macrophage from
brain as in Carson et al. (1998), with the exception of those from
meningeal membrane, choroid plexus, and cerebellum; we refer to
this cell preparation as myeloid cells from brain without m/Ch. For
m/Ch cell isolates, meningeal membranes plus choroid plexus of at
least 3 animals were pooled in an Eppendorf containing 1 mL PBS.
Tissue was treated with 2.5 mg/mL pronase (Roche) plus 0.025
units/mL DNase (Sigma) in PBS during 30 min at 378C in a bath
with mixing. This was followed by homogenization with gentle tritu-
ration using glass pipettes until an even homogenate was obtained.
m/Ch homogenates were filtered and treated as above. For spleno-
cytes isolation, spleens were mechanically disrupted and teased apart.
Cells were collected and ammonium–chloride–potassium (ACK) lysis
of red blood cells was followed by two washes and removal of undi-
gested fibrous material by filtering through a 70-mm cell strainer. All
subsequent steps were performed at 48C in PBS, 2% FBS.
Flow Cytometry
Single-cell suspensions were prepared as above and resuspended in
staining buffer (2.5% FBS in Dulbecco’s PBS; Biowhittaker, Lonza
Group). Nonspecific binding to Fcg receptors was blocked with 10
lg/mL of 2.4G2 mAb (Fc block) (BD Biosciences). Staining fol-
lowed standard protocols, and antibodies and reagents are listed in
Supporting Information, Table 1. Fluorochrome-labeled antibodies
specific for mouse CD45, CD11b, CD11c, and MHCII were from
BD Biosciences or Biolegend. Mouse cell suspensions were incubated
with Fc block and were then stained on ice-cold PBS supplemented
with 2 mM EDTA, 2% FBS, and 0.02% sodium azide. Cells were
analyzed on a FACSCANTO cytometer using FlowJo version 6.3.4
(Tree Star, Ashland, OR).
RNA Isolation, Reverse Transcription, and Real-Time
PCR
Total mRNA was isolated with TriPure Isolation Reagent (Roche
Applied Sciences, Spain). Total mRNA was quantified and reverse
transcribed to cDNA with MMLV Transcriptase Reverse (Invitro-
gen), following the manufacturer’s instructions except for the use of
300 ng of random primers and 4 units of RNase OUT (Invitrogen).
Semiquantitative PCR of brain and spleen tissues was performed
with the AmpliTaq GoldV
R
kit (Applied Biosystems), using 5 ng of
total cDNA and 1 lM primers. Spleen samples were loaded at a
dilution of 1/30 relative to brain samples to avoid image saturation.
The actin primers were forward, GTGGGCCGCTCTAGGCAC-
CAA, and reverse, CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC. Clec9a/
Dngr-1 primers were forward, AGACTGCTTCACCACTCCAA,
and reverse, CTTGGCACAATGGACAAGGT (Sancho et al.,
2008).
Relative amounts of cDNA were analyzed by real-time PCR
(RT-PCR) using the FAST SYBR-green system (Applied Biosystems).
Each 15 lL reaction volume included 5 ng total cDNA and 0.5 lM
of each primer. Mouse 36B4 was used as an internal control to nor-
malize for variation in input RNA. Primers used are as described in
Supporting Information, Table 2. The amount of target mRNA in
samples was estimated by the 2-DDCT relative quantification
method (Livak and Schmittgen, 2001). Ratios were calculated
between the amounts of mRNA from the different tissues.
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Statistical Analysis
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 4.0 soft-
ware. The p values were calculated with the two-tailed Student’s t
test (*p 0.05, **p 0.01, ***p 0.001). Data are presented as the
means6 SEM of a number of experiments (n) indicated in each
case.
Results
Myeloid Cells in the Noninjured Brain
We first analyzed the myeloid compartment present in the
intact brain by confocal microscopy of coronal brain sections
from mice expressing the c-fms-EGFP reporter construct. The
c-fms gene encodes the receptor for mouse macrophage
colony-stimulating factor (CSF1R/CD115), which in brain is
expressed only in cells of myeloid origin (Sasmono et al.
2003). From hereon, we refer to this line as Csf1r-EGFP
mice. CSF1R-EGFP1 cells were present throughout the brain
in two distinct localizations, the parenchyma itself (BP) and
in the perivascular spaces, as shown in (Fig. 1A, panels i and
ii). CSF1R-EGFP1 cells were found in choroid plexus (Fig,
1B, panels i and ii) and in the piamater meningeal membrane
(Fig. 1C, panels i and ii). Interestingly, CSF1R-EGFP1 cells
in these localizations have different morphologies: CSF1R-
EGFP1 cells in the BP proper have a small soma with exten-
sive radial ramifications and are very evenly distributed
throughout the noninjured brain; in contrast, CSF1R-EGFP1
cells in the perivascular areas from the brain parenchyma have
a more ameboid morphology with fewer ramifications and
were situated in close contact with the basement membrane
of brain vessels (Fig. 1A, panel ii). CSF1R-EGFP1 cells from
choroid plexus were as well brighter, ameboid in shape, and
they were situated in close contact with CD311 blood vessels
from the plexus as shown in Fig. 1B, panel ii. We analyzed
the piamater or pial leptomeniges (meningeal) sliced from the
surface of the cerebral hemispheres from the Csf1r-EGFP
mouse brains, and observed a dense network of CSF1R-
EGFP1 cells that resemble the CD11b1 (OX-42) cells previ-
ously described in rat pial leptomeningeal membrane (McMe-
namin, 1999; McMenamin et al., 2003). To assess the
situation of these CSF1R-EGFP1 cells, and to determine if
they were situated on top of the piamater or in the BP, we
counterstained with an antibody that recognizes the glial
fibrillary acidic protein (GFAP). This antibody stains the glial
limitans membrane. In Supporting Information, Fig. 1s, we
show that the CSF1R-EGFP1 cells constitute a barrier of
cells situated in the meningeal membrane above the GFAP1
area. A widely used marker of brain microglia is the ionized
calcium binding adapter molecule 1 (Iba1), which recognizes
a microglia/macrophage-specific calcium-binding protein (Ito
et al., 1998). Analysis of Iba1 expression in noninjured
Csf1r-EGFP brains revealed co-expression of Iba1 in
996 0.7% of CSF1R-EGFP1 cells in brain (Supporting
Information, Fig. 2s, panel A). Iba1low/2 CSF1R-EGFP1 cells
were very rare in the brain itself, and the few that we found
were next to blood vessels (data not shown). Analysis of m/
Ch detected a population of Iba1low/2 CSF1R-EGFP1 cells,
accounting for 76 2% of the total CSF1R-EGFP1 cells in
the choroid plexus (Supporting Information, Fig. 2s, panel
B). We could not observe Iba11 cells that were CSF1R-
EGFP2. To analyze Iba11 and CSF1R-EGFP1 in the menin-
geal (m) membranes, we used 80 lm horizontal vibratome
sections, choosing the very first slide from the brains. In this
brain localization, we observed CSF1R-EGFP1 cells that
were clearly Iba1low/2 (Supp. Info., Fig. 2s, panel C); in fact,
most of the very bright CSF1R-EGFP1 located in the pia
leptomenigeal membrane were Iba1low/2, and we could only
see Iba11 CSF1R-EGFP1 cells in the proper brain tissue.
To further analyze brain myeloid cells, we isolated
CD451 cells from the brain without (w/o) m/Ch prepara-
tions and m/Ch of Csf1r-EGFP mice; the gating strategy
used to exclude dead cells and doublets is presented in Sup-
porting Information, Fig. 3s. Cells of ectodermal origin, such
as astrocytes, oligodendrocytes, and neurons, which together
with endothelial cells constitute the majority of cells in the
brain, are not labeled with CD45 antibodies. Therefore, due
to the lack of specific markers for microglia itself, we used
CD45 expression to characterize the proper microglia, which
have a medium expression of CD45 (CD45m), and myeloid
cells from the periphery as CD45 high (CD45h) (Carson
et al., 1998; Ford et al., 1995). CD451 cells accounted for
30–40% of total live cells in brain w/o m/Ch isolates (Fig.
2A, panels i–iv), and 20–30% of cells obtained from m/Ch
preparations (Fig. 2B, panels i–iv). The percentage of CD451
cells obtained was similar in wild type (WT) and Csf1r-
EGFP mice. In isolates from Csf1r-EGFP mice, 96% of
cells were CSF1R-EGFP1 CD451 (Fig. 2A,B). We found
few CD451 EGFP2 cells in the brain w/o m/Ch cell isolates
(Fig. 2A, panel v) and in the m/Ch preparations (Fig. 2B,
panel v). To include this small CSF1R-EGFP2 CD451 sub-
set in our study, we used CD45 labeling instead of EGFP
expression to study brain myeloid cells for subsequent
analysis.
Flt3L-Dependent Accumulation of Cd451 Cells in
Brain
We are interested in the different myeloid cell subsets present
in the steady-state brain. In this context, an increase in bDC
numbers has been reported after treatment of mice with
Flt3L (Greter et al., 2005; Anandasabapathy et al., 2011).
The latter authors observed an increase in a
CD45hCD11c1MHCII1 cell population that was expanded
after treatment of mice with Flt3L. We isolated brain myeloid
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cells from untreated (2Flt3L) and Flt3L-treated (1Flt3L)
WT animals and analyzed CD451 cell numbers. In brain w/o
mCh preparations, we distinguished two CD451 populations
according to fluorescence intensity in response to FLT3L, and
in accordance with published data (Carson et al., 1998), we
refer to these as CD45m (medium intensity) and CD45h
(high intensity) (Fig. 3). Flt3L treatment did not increase the
percentage of total CD451 cells isolated (Fig. 3A, panel I).
However, Flt3L treatment did increase the frequency and
numbers of cells in the CD45h population in isolated cells
from brain w/o m/Ch (Fig. 3A, panels II and 3C). The
Flt3L-induced increase in the brain CD45h subpopulation
prompted us to analyze if these cells were of myeloid origin.
For this analysis, we detected the marker CD11b, also known
as Integrin alpha M chain (ITGAM), in an approach similar
to that used in rat by Ford et al. (1995). Three subpopula-
tions were detected in brain w/o m/Ch preparations. The
largest (696 7% of CD451 cells) was CD45mCD11b1 (Fig.
3B); these cells correspond to brain microglia based on their
medium staining with the CD45 marker and their staining
with the CD11b marker. The other two subpopulations sub-
divide the CD45h population according to CD11b expres-
sion: CD45hCD11b1 (156 4%) and CD45hCD11blow
(156 5%), and correspond to blood-borne cells as described
by using irradiation chimeras (Ford et al., 1995).
Similar analyses were performed in m/Ch cell prepara-
tions (Fig. 4). The percentage of CD451 cells was 326 6%
in the absence of Flt3L, increasing to 446 6% upon Flt3L
treatment in these brain localizations. The numbers of iso-
lated CD451 cells varied between the untreated and Flt3L-
treated groups (Fig. 4A, panel I). CD45 and CD11b marker
expression distinguished only two subpopulations:
CD45hCD11b1 (666 2%) and CD45hCD11blow (266 1%)
(Fig 4B). The percentage and numbers of total CD451 cells
obtained from m/Ch was not significantly affected by Flt3L
treatment, but the relative frequency and numbers of
FIGURE 2: Identification of CD45-positive brain cells. Flow cytometry dot plots of live cells isolated from (A) brain except cerebellum,
meningeal membranes, and choroid plexus (B) meningeal membranes and choroid plexus (m/Ch). Cells were isolated from wild type
(WT) and Csf1r-EGFP mice, and stained with control isotype antibody (APC rat IgG2b; panel i) or with APC rat anti-mouse CD45 (panels
ii and iii). Panels iv show the arithmetic mean6SEM (n55) of the percentage of CD451 (black) and CD452 (white) cells isolated. Panel v
represents the arithmetic mean6SEM (n55) of percentage of EGFP1 cells in the Csf1r-EGFP cell isolates. The gating strategy was as
presented in Supporting Information, Fig. 3s.
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CD45hCD11blow cells was increased (Fig. 4A, panels II and
4C). The number of CD45hCD11blow cells was 826 15
cells/103 CD451 cells, increasing approximately threefold to
2616 11 cells/103 CD451 cells in the presence of Flt3L
(Fig. 4C).bDCs have been identified mainly in the m/Ch (see
the section titled “Introduction”). Flt3L-responsive m/Ch cells
in the brain have been reported to have a
CD45hCD11c1MHCII1 phenotype, detected mainly with
the use of the CD11c-EYFP transgenic mouse (Anandasaba-
pathy et al., 2011). Using our m/Ch brain isolation method-
ology, we were unable to detect CD11c1 cells in flow
cytometry (FC) analyses, although the antibody was able to
recognize the presence of CD11c1 cells in the spleen (Supp.
Info., Fig. 4s and the section titled “Discussion”). Since
bDCs should express major histocompatibility complex class
II (MHCII) antigens in their membrane, we first analyzed
the expression of MHCII by immunofluorescence (IF).
MHCII1 cells were rarely found in the BP, but when found,
they were situated always in close proximity with blood ves-
sels (Fig. 5A) and probably correspond to perivascular macro-
phages (see the section titled “Discussion”). MHCII1 cells in
the Flt3L-treated mice were mainly situated in the plexus
(Fig. 5B). Most of the cells analyzed showed co-localization
of both markers, although we noted that stronger staining of
FIGURE 3: Analysis of CD451 cells from brain without m/Ch of WT C57BL6 mice treated with Flt3L. (A) Mice were untreated (2Flt3L) or
injected with B16 Flt3L-secreting tumor cells (1Flt3L), and myeloid isolates from brain w/o m/Ch (14 days post injection) were stained
with APC rat anti-mouse CD45. CD451 cells were gated in both conditions. Bar graphs show quantification of CD451 cells (black) as a
percentage of total live cells in 2Flt3L and 1Flt3L mice. Bar graph shows the percentage of cells with high expression of CD45 (CD45h)
in 2Flt3L versus 1Flt3L mice. (B) Cells were doubled stained with APC rat anti-mouse CD45 together with Cy7-APC rat anti-mouse
CD11b. CD451CD11b1 brain parenchyma cells from Flt3L-treated mice can be separated into three subpopulations: CD45mCD11b1;
CD45hCD11b1; and CD45hCD11blow. Histograms on the right show CD45, CD11b, and CD11c staining on the surface of myeloid cells
from brain w/o m/Ch: white histograms represent isotype control and black histograms represent specific staining with the antibodies
indicated. (C) Numbers of CD45m, CD11b1, and CD11blow cells isolated (no of cells/1000 CD451 brain parenchyma cells). The gating
strategy was as presented in Supporting Information, Fig. 3s. Representative experiments or mean6SEM are shown of 7–8 independent
experiments.
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the MHCII antigen corresponded to a less bright CSF1R-
EGFP1 fluorescence by IF (not quantified) (Fig. 5B, panel
ii). In the pia leptomeningeal membrane, most CSF1R-
EGFP1 cells were MHCII2 (Fig. 5C, panel i), and when
MHCII1 cells were found, they were situated close to vessels
and in clusters (Fig 5C, panel ii inset). These MHCII1 cells
in meningeal membrane showed a diminished EGFP fluores-
cence (Fig. 5C, panel ii), and were seen only in Flt3L-treated
mice.
We wanted to analyze the presence of CD11c1 in the
noninjured mice without using transgenic mice such as the
CD11c-YFP (Bulloch et al., 2008) or CD11c-GFP (Pro-
dinger et al., 2011). For this purpose, we analyzed Flt3L-
treated animals to increase the number of these cells and used
a Tyramide Signal Amplification (TSA) method in combina-
tion with our Alexa Fluor dyes to achieve high-resolution sig-
nal amplification as specified in material and method section.
Following this protocol, we have been able to observe
CD11c1 cells in the m/Ch but not in the brain itself. These
CD11c1 cells were more numerous in the plexus, and they
colocalized with MHCII staining as shown in Fig. 5D. To be
able to analyze in more detail MHCII1 in the different brain
localization, we analyzed cell suspensions isolated from brain
w/o mCh (Fig. 6A) and m/Ch preparations (Fig. 6B). Cells
FIGURE 4: Analysis of CD451 cells from meningeal membranes and choroid plexus (m/Ch) of WT C57BL6 mice treated with Flt3L. (A)
Mice were untreated (2Flt3L) or injected with B16 Flt3L-secreting tumor cells (1Flt3L), and 14-d myeloid m/Ch isolates were stained
with APC rat anti-mouse CD45. CD451 cells were gated in both conditions. Panel I shows quantification of CD451 cells (black) as a per-
centage of total live cells in -Flt3L and 1Flt3L mice. (B) Cells were doubled stained with APC rat anti-mouse CD45 together with Cy7-
APC rat anti-mouse CD11b. CD451CD11b1 m/Ch cells from Flt3L-treated mice can be separated into two subpopulations:
CD45hCD11b1 and CD45hCD11blow. Histograms on the right show staining on the surface of CD45, CD11b, and CD11c m/Ch myeloid
cells: white histograms represent isotype control and black histograms represent specific staining with the antibodies indicated. (C)
Numbers of CD45m, CD11b1, and CD11blow cells isolated (no of cells/1000 CD451 m/Ch cells). Bar graph II on the far right of panel A
shows CD45hCD11blow (black) and CD45hCD11b1 (white) cells as a percentage of all CD451 cells isolated from -Flt3L and 1Flt3L mice.
The gating strategy was as presented in Supporting Information, Fig. 3s. Representative experiments are shown of 8 independent
experiments, each consisting of pooled m/Ch preparations from two brains. Numerical data are presented as the mean6SEM of 7 inde-
pendent experiments.
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from the brain w/o m/Ch preparations of untreated control
animals (2Flt3L) had a CD45m phenotype, and FC analysis
showed that these cells were MHCII2. Flt3L treatment
induced MHCII expression in <1% of cells in this CD45m
subpopulation (Fig. 6A, panel I). The CD45hCD11b1 popu-
lation contained 366 5% MHCII1 cells, and this percentage
FIGURE 5: Expression of MHCII in the Flt3L-treated brain by immunofluorescence. Immunofluorescence staining of Csf1r-EGFP adult
brain of adult mice treated with Flt3L (1Flt3L). Thirty-micrometer cryostat coronal brain sections (A, B, and D) and 80 lm vibratome hor-
izontal sections for meningeal membranes (C) were used. Sections were stained as follows: nuclei with Dapi (blue), microglia/macro-
phage visualized by direct fluorescence of Csf1r-EGFP (green), antibodies to mouse MCHII (red). In panel A, blood vessels were stained
with pan-laminin (white) (A, panel i) 403 scan image of parenchymal brain, arrow indicates blood vessel amplified in panel ii. 403 scan
image of choroid plexus (B, panel i) and pia leptomeningeal membrane (C, panel i); inset in panel C shows accumulation of MHCII1 cells
(red) in localized areas. Amplified areas shown in panel ii are marked with an arrow. (Panels ii) 633 amplification of the region marked
(arrow) showing (A, panel ii). MHCII plus CSF1R-EGFP1 and pan-laminin co-localization. Inset shows arrow-labelled MHCII positive cell
(red). (B, panel ii) choroid plexus, insets show EGFP and MHCII staining separately. (C, panel ii), meningeal membrane, insets show EGFP
and MHCII staining separately from arrow-marked cell. In panel B and C laminin staining was not shown. (D, panel i), 633 amplification
of choroid plexus, shows negative control of tyramide enhanced IF method in choroid plexus. (D, panel ii), co-staining of CD11c1 cells
(red), MHCII1 cells (green) and nuclei with Dapi in blue. Individual staining is shown in left panels. Images were captured with a Leica
SP5 TCS confocal microscope fitted with a 403 objective or a 633 objective with 33 digital zoom.
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did not vary significantly in the presence of Flt3L (416 7%)
(Fig. 6A, panel II). The amount of CD45hCD11blow cells
obtained in the noninjured brain varied between different
brain preparations. The majority of these cells (796 7%)
expressed MHCII in their membranes (Fig. 6A, panel III).
Since we did not observe MHCII1 cells in the parenchyma
proper by IF analysis, we believe that these MHCII1 cells
might reflect contamination by m/Ch cells or perivascular
myeloid cells. Further analysis is required to assess the local-
ization and origin of these MHCII1 cells in the brain
parenchyma.
When m/Ch preparations were analyzed, we observed a
threefold increase in the number of CD45hCD11blow cells, as
shown before (Fig. 4). Of the CD45hCD11blow cells obtained
from m/Ch, 706 3% were MHCII1 (Fig. 6B). In conclu-
sion, Flt3L treatment preferentially expands a
CD45hCD11blow subset of MHCII1 cells in the m/Ch. The
fact that these cells are increased in the presence of Flt3L and
that they have a CD45hCD11blowMHCII1 phenotype leads
us to think that they are the bDCs previously described in
m/Ch (Anandasabapathy et al., 2011; McMenamin, 1999;
McMenamin et al., 2003; Prodinger et al., 2011), and that
we detected localized mainly in the choroid plexus (Fig. 5).
Expression of Dngr-1 Transcripts in Mouse Brain
The gene expression profile of Flt3L-responsive m/Ch mye-
loid cells bears strong similarities to that of the CD8a1 DC
subpopulation in the spleen (Anandasabapathy et al., 2011).
The high expression of DNGR-1 (CLEC9A) is an excellent
marker of Batf3-IRF8-Id2-dependent DCs of the CD8a1
family (Caminschi et al., 2009; Huysamen et al., 2008; San-
cho et al., 2008); reviewed in Shortman and Heath, 2010.
We expanded DNGR-11 DCs by treatment with Flt3L
(Iborra et al. 2012) and analyzed Dngr-1 mRNA expression
in spleen (positive control) and in an array of brain struc-
tures: olfactory bulb (Ob); cerebellum (Cbl); brain cortex
(Ctx); striatum (Str); meningeal membranes and choroid
plexus (m/Ch); subventricular zone (SVZ) isolated as in Fer-
ron et al. (2007) and Guo et al. (2012); hippocampal forma-
tion (Hpp); and thalamus (Th). Only the m/Ch samples
showed expression of all Dngr-1 isoforms (Fig. 7A,B), simi-
larly to the defined isoforms in the mouse spleen (Sancho
et al., 2008). As a control of specificity, we used spleen and
brain tissue from untreated and Flt3L-treated Clec9aegfp/egfp
mice, which lack DNGR-1, confirming no amplification of
the specific Dngr-1 transcript in these samples (data not
shown).
FIGURE 6: Expression of MHCII in the isolated brain cells from Flt3L-treated mouse. WT male mice were Flt3L-treated. Flow cytometry
dot plots of CD45/CD11b-positive cells in brain preparations as before(A) and m/Ch (B) from 2Flt3L and 1Flt3L animals (details as in
Figs. 3B and 4B). Histograms show results of staining for MHCII with a FITC rat anti-mouse MHCII antibody. Dotted lines represent the
fluorescence of the isotype control; gray histograms represent the specific staining. The percentage of MHCII-positive cells in each popu-
lation is indicated as the mean6SEM of 3 independent experiments.
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Selective expression of Dngr-1 in m/Ch of Flt3L-treated
animals was corroborated by real-time PCR. The higher sen-
sitivity of this technique allowed detection of Dngr-1 tran-
scripts in the brain w/o m/Ch preparations, but in lower
amounts than in m/Ch. Flt3L strongly augmented the
amount of Dngr-1 transcript in splenocytes and m/Ch prepa-
rations, with the expression of Dngr-1 in Flt3L-treated sple-
nocytes around 5 times higher than in m/Ch cell preparations
(Fig. 7C). This Flt3L-triggered increase in the expression of
Dngr-1 is consistent with the increase in the percentage of
CD45h cells induced by the same cytokine (Figs. 3 and 4).
Together, these results show that Flt3L induces Dngr-1
expression preferentially in the m/Ch.
The procedures for isolating cell populations from the
adult brain expose cells to enzymes and mechanical forces
that can damage membranes or membranes molecules. Some
of these enzymatic procedures could cleave specific membrane
cellular markers of interest such as DNGR-1, leading to false-
negative results in the FC analysis. To circumvent this prob-
lem, we used Clec9aegfp/egfp mice (Sancho et al., 2009), which
express a farnesylated form of EGFP in frame with the first
two aminoacids of DNGR-1. Thus, expression of EGFP
marks DNGR-1-expressing cells, and is restricted in the
spleen to CD8a1 cDC cells (Sancho et al., 2009). Accord-
ingly, Flt3L treatment induced a 10-fold expansion of
EGFP1 DCs in the spleen (Supp. Info., Fig. 3s). Cytometry
analysis of brain w/o m/Ch and m/Ch cells isolated from
6Flt3L-treated WT and Clec9aegfp/egfp mice revealed EGFP
expression in CD45h cells in both cell preparations. In brain
w/o m/Ch preparations, there was a modest but significant
increase in the numbers of CD45h EGFP1 cells (Fig. 8A),
whereas in m/Ch preparations, the CD45h EGFP1 cells were
increased 10-fold by Flt3L treatment (Fig. 8B).
We next analyzed the expression of MHCII antigen in
EGFP1 cells. As a positive control, we analyzed the Flt3L-
induced increase in EGFP1 splenocytes, finding that all
FIGURE 7: Mouse Dngr-1/Clec9a gene structure and expression. (A) Dngr-1/Clec9a gene structure, showing constituent exons and inter-
spersing introns. The possible Dngr-1 protein variants are depicted underneath. The region amplified by real time PCR primers is indi-
cated. (B) Expression of Dngr-1 mRNA in spleen and different brain tissues (Ob: olfactory bulb, Cbl: cerebellum, CTX: cortex, Str:
striatum, m/Ch: meninges/choroid plexus, SVZ: subventricular zone isolated as in Ferron et al., 2007; Guo et al., 2012, Hpp: hippocam-
pus, Th: thalamus). Samples were analyzed by RT-PCR with primers for Dngr-1, with b-actin as the reference gene. Samples were loaded
in equal quantities, except for spleen, which was loaded at a 1/30 relative dilution in order to avoid saturation due to the high expres-
sion in this tissue. Base-pair lengths of specific Dngr-1 bands are indicated as follows: L corresponds to Dngr-1 variant 1 (996 pb), S cor-
responds to variants 2 and 3 (918 and 915 pb), and VS to variant 4 (647 pb). (C) Mouse Dngr-1 mRNA expression in spleen, m/Ch and
brain preparations of untreated (2) and Flt3L-treated (1) animals. Dngr-1 specific mRNA was amplified from total mRNA using SYBR
Green Real-time PCR methodology; the reference sample was spleen from untreated animals and the reference gene was 36B4.
**P0.01; * P0.05 for untreated (2) samples versus Flt3L-treated (1) samples (n510).
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CD451 DNGR-1-EGFP1 cells in the spleen were MHCII1
(Supp. Info., Fig. 4s, panel B). Analysis of brain w/o m/Ch
and m/Ch isolates showed that DNGR-1-EGFP1 cells were
also MHCII1 in the brain by FC analysis (Fig. 9A,B).
EGFP1 cells have low expression of CD11b, and correspond
to the CD45hCD11blow subpopulation described in Figs. 3
and 4. Since MHCII1 cells in Flt3L-treated animals are
situated mainly in the choroid plexus (Fig. 5), we analyzed if
the DNGR-1-EGFP1 cells were positive for CD11c and
MHCII, both known DC markers (see the section titled
“Introduction”). DNGR-1-EGFP1 cells were localized mainly
in the plexus and were detected by a weak direct fluorescence
of EGFP protein. These DNGR-1-EGFP1 cells co-expressed
the MHCII and CD11c markers (Fig. 9C). These findings
thus establish the existence of a subset of CD11c1 MHCII1
cells that express DNGR-1 in the brain. Our conclusion is
that DNGR-1 expression allows for further discrimination of
DC subsets in the brain.
The surface protein and mRNA expression analyses per-
formed here indicate that the majority of Flt3L-dependent
cells in the brain are located in the m/Ch. To confirm the
DC-nature of the Flt3L-dependent cell population in the
FIGURE 8: DNGR-1-EGFP1 cells in brain cell isolates. Myeloid cells were analyzed from the brain as before (A) and m/Ch (B) of Cle9a1/1
wt and Cle9a egfp/egfp littermates that were untreated (2Flt3L) or treated with Flt3L (1Flt3L) for 14 days. Flow cytometry dot plots show
staining with APC rat anti-mouse CD45 antibody from a representative experiment of 5 performed. Gates are shown corresponding to
total CD451 cells (dotted line) and CD451 cells with high intensity (CD45h; dashed line). The oval regions demark the population of
CD45h DNGR-1-EGFP1 cells. Bar charts in A and B show numbers of CD45h DNGR-1-EGFP1 cells per 103 CD451 cells from control
(2Flt3L) and treated (1Flt3L) animals. Data are mean6SEM of 5 independent experiments. To obtain sufficient cell numbers, m/Ch iso-
lates from two brains were pooled for each condition.
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m/Ch, we analyzed the mRNA expression of DC molecular
markers typical of DNGR-11 DCs (Poulin et al., 2010;
Poulin et al., 2012) by quantitative RT-PCR. Choroid plexus
from Flt3L-treated mice showed increased mRNA expression
of the transcription factors Irf-8 (interferon regulatory factor
8) and Batf-3 (basic leucine zipper transcription factor ATF-
like 3) (Fig. 9E). We also detected increased expression of
Cd103 (integrin alpha E (ITGAE)), a molecule expressed in
dendritic cells from nonlymphoid tissues (reviewed in del Rio
et al., 2010). In contrast, mRNAs encoding the co-
stimulatory molecules Cd40 (data not shown), Cd80, and
Cd86 were not increased after Flt3L treatment, consistent
with nonactivated state of these DCs in the normal brain.
These results thus indicate that Flt3L-treated m/Ch show
increases in the expression of genes that specifically mark the
splenic CD8a1 DC and peripheral CD1031 DC subsets,
and therefore, the bDCs described here share similarities with
this specific DC subset.
FIGURE 9: MHCII expression in DNGR-1-EGFP1 brain cells. Flow cytometry dot plots of (A) myeloid (CD451) brain cells, and (B) CD451
m/Ch cells from Flt3L-treated Cle9aegfp/egfp mice. Cells were labeled with the following antibodies: PE-Cy7 rat anti-mouse CD45, Cy7-
APC rat anti-mouse CD11b, and APC rat anti-mouse MHCII (IA-IE). DNGR-1-EGFP1 cells correspond to the CD45hCD11blow subpopula-
tion in isolates from brain w/o m/Ch (A) and m/Ch (B) (dotted line). Histograms show MHCII staining on the surface of CD45hCD11blow
DNGR-1-EGFP1 cells in Flt3L-treated animals. Data are representative of three independent experiments performed. (C) IF analyses
from Flt3L-treated Cle9aegfp/egfp mice choroid plexus; coronal brain sections were visualized by direct fluorescence of EGFP, and stained
with antibodies to CD11c (Cy3 Tyramide) and MCHII (647 anti-rat). We show split channels of DNGR-1-EGFP1 cells marked with arrows.
(D) RT-PCR analysis of Dngr-1, Batf-3, Irf-8, Cd103, Cd80, and Cd86 mRNA expression in m/Ch from control (2Flt3L) and treated
(1Flt3L) mice. *** p<0.001 or ** p<0.01 with respect to m/Ch from control animals (n56). (E) Batf-31/1 (WT) and Batf-32/2 mice litter-
mates that were untreated (2Flt3L) or treated with Flt3L (1Flt3L) for 14 days. m/Ch isolated as before and Dngr-1 specific mRNA was
amplified from total mRNA using SYBR Green Real-time PCR methodology; the reference sample was m/Ch from untreated animals and
the reference gene was 36B4. **P0.01; for untreated (2) samples versus Flt3L-treated (1) samples of n54.
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Deletion of the transcription factor Batf3 has been
shown to ablate development of CD8a1 DCs in the periph-
ery (Hildner et al., 2008). We therefore predicted that the m/
Ch of mice lacking this transcription factor (Batf32/2) would
be defective for Flt3L accumulation. Flt3L-treated Batf32/2
animals did not show increases in Dngr-1 mRNA when com-
pared with similarly-treated wild-type littermates (Fig 9E).
This implies that Flt3L-induced DNGR-1-EGFP1 CD11c1
MHCII1 cells in the brain are very similar and have the
same requirements as their peripheral CD8a1 DC counter-
parts. The exact role of these cells in the intact and injured
brain remains to be defined.
Discussion
In this study, we have shown Flt3L-dependent accumulation
of a population of DNGR-1(CLEC9A)-EGFP1 CD45h
CD11blow MHCII1 myeloid cells in the brain. These cells
accumulate mainly in the m/Ch that surrounds the brain. We
call these cells m/Ch DCs, as has been proposed before
(Anandasabapathy et al., 2011). These cells have been shown
to share functional and developmental characteristics with
CD8a1 cDCs from spleen, and here we show that m/Ch
DCs express the C-type lectin receptor DNGR-1/CLEC9A.
The entry and activation of T cells in the brain paren-
chyma requires a pre-existing interaction of these cells with
APCs. Most cells in the body can present antigen to CD8a1
T cells via MHC class I molecules, and thus act as APCs.
However, the term APC is often reserved for specialized cells
that can prime CD81 (cytotoxic) T cells through MHC class
I molecules and also stimulate CD41 (helper) T cells through
MHC class II. APCs that express MHC class II molecules are
often called professional APCs, and mainly consist of macro-
phages and dendritic cells. To isolate brain myeloid cells
which express MHCII in their membranes, and therefore can
function as professional APCs in the brain, we made use of
Csf1r-EGFP mice (Figs. 1 and 2), which express EGFP pro-
tein under the control of the CSF1R/CD115/fms promoter
(Sasmono et al., 2003). CSF1R plays an important role in
the development and maintenance of brain microglia (Elmore
et al., 2014; Erblich et al., 2011), and our data show the exis-
tence of morphologically distinct CSF1R-EGFP1 cells in BP
and m/Ch of Csf1r-EGFP mice (Fig. 1). We are aware that
brain parenchymal cells should refer only to the proper
microglial cells (CD45med). Therefore, we have tried to avoid
using the term BP referring to myeloid cells isolated from
brain without m/Ch, which contains perivascular macro-
phages with expected different functions. The presence of dif-
ferences in the CSF1R-EGFP1 cells within the distinct brain
areas are in line with previously described results showing
myeloid cells from noninjured rat and mouse brains, identi-
fied with an array of different antibodies and methods (Bul-
loch et al., 2008; Matyszak and Perry, 1996; McMenamin,
1999; McMenamin et al., 2003; Prodinger et al., 2011). The
use of a well-known marker for brain microglia cells such as
Iba-1 showed that in the brain tissue, this cellular marker co-
localizes with CSF1R-EGFP1 in the IF analyses (Supp. Info.,
Fig. 2s). These results show that CSF1R-EGFP transgenic
mice reproduce the morphological difference between the dis-
tinct myeloid cells existing in the brain. We could detect two
different myeloid cells in the brain: the microglia proper,
with small soma and long prolongations as described in the
literature (see the section titled “Introduction”), and more
ameboid cells in close proximity to the vessels, which might
correspond to perivascular macrophages, as observed before
(Prodinger et al., 2011). Although these authors reported a
population of CD11c-GFP1 cells in this location, we could
not observe CD11c1 cells by IF analysis. Most of the
CSF1R-EGFP1 cells isolated from noninjured brain w/o m/
Ch showed moderate expression of CD45 (CD45m), with
very few CD45h expressing cells, a finding in accord with the
low frequency of infiltration by peripheral leukocytes in the
healthy brain (Ginhoux et al., 2009; Mildner et al., 2007).
Our isolation methods are based on those described by other
authors (Carson et al., 1998; Ford et al., 1995), and in agree-
ment with their data, our isolation procedure with long per-
fusion of the brains before isolation eliminates most of the
CD45h cells from the brain preparations once we have dis-
sected out the m/Ch. It is still possible that this isolation
method does not efficiently extract these perivascular cells,
and that we are therefore not evaluating the exact number of
these CD45h cells in the FC analysis. Further work will be
required to clarify the number of CD45h cells residing in the
perivascular space and determine to what extent they are
induced by Flt3L.
In cells obtained from the m/Ch, 46 3% of isolated
CD451 cells were CSF1R-EGFP2 by FC. These cells are of
myeloid origin, since they were labeled with anti-CD11b
antibody. The use of the Csf1r-EGFP mice together with IF
with other well-known myeloid markers reveals the complex-
ity of the myeloid cells in the brain. We observed a variation
in the intensity of CSF1R-EGFP1 staining, and since
76 2% of the CSF1R-EGFP1 cells we detected were Iba1low/
2 in the m/Ch preparations, this suggests that different mye-
loid cells coexist in the normal brain. As yet we do not know
the exact origin of these cells, or if they differ functionally
from the CSF1R-EGFP1 Iba11 cells. CSF1R-EGFP1 Iba12
cells were very prominent in the meningeal membrane, and
future studies will need to analyze the choroid plexus and
meningeal membrane separately. We are currently studying
how these cell populations change in response to neuroin-
flammatory challenges. So far, our data suggest that more
than one myeloid-specific marker might be required to give a
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clear picture of the number and complexity of myeloid cells
in the brain, particularly in the brain membranes and choroid
plexus, and that analyses by cell suspension FC and IF will
be required.
Flt3L treatment did not increase the numbers of
CSF1R-EGFP1 cells in brain isolates or m/Ch compartments
(data not shown). This finding is in accordance with previous
data showing that Flt3L-responsive m/Ch DCs express the
Flt3L receptor but not the CSF1R/CD115 receptor on their
cell surface (Anandasabapathy et al., 2011). Our data show
that, while the Csf1r-EGFP mouse is a good model for visu-
alizing microglia cells in the brain, there is a subset of mye-
loid cells that we might be overlooking. For this reason, we
carried out most of our brain myeloid analysis on CD451
cells, distinguishing the CD45m resident microglia cells in the
BP from CD45h myeloid cells of peripheral origin. Although
we did not confirm this observation in mouse-chimera experi-
ments, this distinction between resident and peripheral-origin
CD451 cells in the brain has been observed by many studies
of microglia and peripheral infiltrating brain macrophages
(Anandasabapathy et al., 2011; Ford et al., 1995).
These results raise the question of whether these Flt3L-
dependent cells are true dendritic cells. The existence of brain
parenchymal dendritic cells in the normal brain is still debated,
although cells with DC markers have been found in various
CNS locations (Matyszak et al., 1992; Matyszak and Perry,
1996; McMenamin, 1999; McMenamin et al., 2003). More
recently, the presence of CD11c1 cells have been described
through the use of transgenic mice such as the CD11c-
enhanced yellow fluorescent protein (EYFP) model, which was
constructed to identify dendritic cells in the periphery (Lind-
quist et al., 2004), and in CD11c-GFP mice (Jung et al.,
2002). The analysis of these transgenic mice showed CD11c-
fluorescent cells residing mainly in the m/Ch, the perivascular
spaces and juxtavascular parenchyma, with the entire popula-
tion of CD11c-EYFP1 cells co-expressing Iba1 and MHCII in
the steady-state brain parenchyma (Anandasabapathy et al.,
2011; Bulloch et al., 2008; Prodinger, et al., 2011). Previous
work has shown the presence of MHCII1 cells in the m/Ch
but not in BP from noninjured rat and mice brain by IF analy-
sis (Matyszak and Perry, 1996), in line with our results. Many
more studies have described an increase in these MHCII1 cells
under neuroinflammatory conditions (Lv et al., 2011; Pro-
dinger et al., 2011; Greter et al., 2005). Our analysis of the
noninjured brain shows clear expression of MHCII1 cells in
m/Ch, and we expected that these cells would express CD11c.
In their study, Bulloch et al. discuss the difficulty in identifying
CD11c protein in young, steady-state brains with the antibod-
ies available, which were found to be unreliable and give incon-
sistent results in confocal microscopy analyses. These results
are in line with previous reports (Fischer and Reichmann,
2001; Greter et al., 2005; Karman et al., 2006; Matyszak and
Perry, 1996; McMenamin, 1999) in which DCs were detected
with the same antibodies in the setting of neuroinflammation
but very rarely in the noninjured brain (reviewed in (Pashen-
kov et al., 2003; Ransohoff and Engelhardt, 2012). The use of
transgenic mice such as CD11c-YFP and CD11c-EGFP has
been very useful to visualize CD11c1 cells in noninjured mice,
although the use of DT in CD11c-DTR-GFP mice did not
exclusively lead to depletion of DCs, but also targeted macro-
phages in various tissues (Probst et al., 2005; van Rijt et al.,
2005). Here, we used a tyramide-based method to enhance
positive staining with the CD11c antibody. CD11c1 cells in
the noninjured brain were studied in Flt3L-treated mice, and
were found mainly in the choroid plexus. Using these methods,
we clearly show the presence of CD11c1 cells in the undam-
aged brain, although the combined use of other molecular
markers such as MHCII might provide a way to detect more
accurately the presence of myeloid cells with a potential role as
APCs. As we show in the nondiseased brain (Fig. 5), MHCII1
cells are present mainly in the brain choroid plexus in our
brain preparations, although Flt3L induced the presence of
MHCII1 in the meningeal membrane close to blood vessels
(Fig. 5C). In accordance with previous published work in rat
brain (Matyszak et al., 1992; McMenamin, 1999; McMenamin
et al., 2003), MHCII1 cells are very prominent in the brain
membranes, mainly in the choroid plexus, but very rare in the
BP. We detected some but not many MHCII1 cells near the
vessels, in close proximity to the basement membrane (Fig. 5A
and Supp. Info., Fig. 5s), but were unable to detect CD11c1
cells in the perivascular or juxtavascular area as shown in Pro-
dinger et al., 2011. High background around bigger vessels in
the brain parenchyma made it difficult to visualize CD11c1
cells in this brain localization (data not shown). We did not
observe this background around vessels in m/Ch preparations
(Fig. 5).
As we mentioned before, we have thoroughly tried to
analyze the presence of this marker in our preparation by FC
analyses, without success. Our failure to detect CD11c by FC
analysis might be explained in part by the susceptibility of
membrane markers to digestion with the proteases used in
the cell preparation protocol. Very recently (Immig et al.,
2015), a very weak CD11c staining of brain myeloid cells has
been shown by FC; these authors obtained their brain prepa-
ration without proteases, and this technique should be taken
into account in future FC analysis of CD11c1 cells in the
uninjured brain.
The results presented here were generated in the nonin-
jured mouse brain, with no neuroinflammatory trigger. In
line with the literature (Carson et al., 1998), our data indicate
that brain w/o m/Ch preparations contain a low percentage
of CD45h cells in this condition. Nevertheless, we
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consistently observed that Flt3L treatment increased the num-
ber of CD45h cells in these preparations (Fig. 3), which con-
tains few MHCII cells (Fig. 5). Our IF analysis with anti-
MHCII antibodies barely detected any MHCII1 cells in the
brain parenchyma itself (Fig. 5), and those that were present
were situated in contact with blood vessels (Fig. 5A). In this
context, Iming et al., 2015 show a lack of MHCII staining in
their CD11c-positive microglia cells. Our CD11c analyses by
IF did not show any CD11c1 cell in the parenchyma when
the CD11c1 cells in the m/Ch were neatly observed. It is
still possible that since the mean of fluorescence (MFI) in
microglia is lower that might well be below the detection
threshold of the technique used in these studies.
At present, we cannot discard the possibility that the
Flt3L-enhanced presence of CD45h MHCII1 brain cells prep-
arations in the FC analysis might reflect contamination by m/
Ch membrane cells. In m/Ch, we observed a Flt3L-triggered
increase in the percentage of CD45h CD11blow MHCII1 cells,
which corresponded to the number of MHCII1 cells observed
by IF (Figs 5 and 6). Our findings are thus in accordance with
previous data indicating the absence of MHCII1 cells in the
BP proper of the non-diseased young brain and their localiza-
tion in the m/Ch (Greter et al., 2005; Lv et al., 2011; Pro-
dinger et al., 2011; Puntener et al., 2012). Further combined
analysis by FC and IF with an array of different cellular
markers will shed new light on the phenotype, activation stage
and role of brain myeloid cells in the response to diverse neu-
roinflammatory stimuli.
There is an emerging role for DNGR-11 cells in the
induction of T cytotoxic cell responses to cancer, viruses, and
other pathogenic infections. In the brain, Piva et al. reported
that depletion of DNGR-1-positive cells decreases the number
of CD81 T cells in the brain after induction of experimental
cerebral malaria (Piva et al., 2012). Here, we have shown a
clear accumulation of DNGR-1-EGFP1 cells in the Flt3L-
treated m/Ch (Fig. 8). Moreover, these cells are enriched in
Dngr-1 mRNA, (Fig. 7) and there is a parallel increase in the
numbers of MHCII1 cells (Figs. 6 and 8). We also observed a
very dull fluorescence of DNGR-1-EGFP1 cells in the m/Ch,
but not in brain w/o m/Ch preparations (data not shown). In
fact, we could not clarify whether DNGR-11 cells are present
in the BP itself. On one hand, RT-PCR analysis detected a
weak but significant increase in Dngr-1 mRNA expression in
response to Flt3L (data not shown) and an increase in the
number of Flt3L-dependent DNGR-1-EGFP1 cells in the BP
(Fig. 8A). On the other hand, our immunofluorescence analy-
sis did not detect MHCII1 cells in the BP. Therefore, it seems
likely that the DNGR-1-EGFP1 and MHCII1 cells detected
by FC in brain w/o m/Ch preparations reflect contamination
by membrane structures during dissection.
The relationship between mouse CD8a1 DCs from
lymphoid tissues and mouse CD1031CD11blowDCs from
nonlymphoid tissues has been established (Ginhoux et al.,
2009). These cells and their human counterparts all express
the DNGR-1 receptor (Poulin et al., 2012). CD8a1 periph-
eral DCs have been implicated in the homeostatic mainte-
nance of immune tolerance and the prevention of
autoimmune disease. Furthermore, in spleen, CD8a1
DNGR-1/CLEC9A DCs share with other DCs the ability to
process and present antigens in the context of MHC class II,
but are more efficient in the phagocytic uptake of dead cells
(Inaba et al., 1998; Iyoda and Inaba, 2002; Schulz and Reis e
Sousa, 2002). Indeed, DNGR-1 has been identified as a
receptor able to recognize cell-death antigens and is a dedi-
cated receptor for cross-presentation of cell-associated antigens
(Pooley et al., 2001; Zelenay et al., 2012). Characterizing the
exact role of these cells accumulating in the brain in the pres-
ence of Flt3L will be an interesting subject to pursue in the
coming years.
Our results support a dendritic-like nature for Flt3L-
dependent cells in the brain. First, they are responsive to
Flt3L, a cytokine that has been shown to increase the dendri-
tic repertoire. Second, they express DNGR-1, indicated by
examination of Cle9aegfp/egfp mice and the expression of Dngr-
1 mRNA. Finally, they express the transcription factors Batf-3
and Irf-8, both of which are required for the maturation of
CD8a1 classical DCs (Murphy, 2013). Although the pres-
ence of MHCII on the membrane is a requisite for antigen
presentation, it is not sufficient to obtain a full T cell activa-
tion. CD80 and CD86 are costimulatory molecules that have
an important role for antigen presentation to T-cells. In pres-
ence of Flt3L, we have not observed an increase in the
mRNA levels of these molecules in the mCh despite the Flt3-
L-dependent increase in MHCII1 cells (Fig 9B). Therefore,
our data so far do not clarify whether these cells are efficient
in their role as antigen-presenting cells or if extra signals are
required to achieve a mature DC phenotype. Since we have
not observed an increase in the costimulatory molecules, we
hypothesize that these cells do not efficiently activate T cells,
and that an extra neuroinflammatory signal is required. We
are currently analyzing what signals are required to obtain a
full immune response in these cells.
The existence, regulation, and role of APCs in the brain
DCs has implications for the development of strategies to target
cargoes to these m/Ch brain DCs using receptor-specific anti-
bodies. The expression of the highly specific receptor DNGR-1
in these cells makes such strategies especially attractive The sim-
ilarity of these cells to lymphoid CD8a1DNGR-11 cells sug-
gests that they might be responsible for producing efficient
CTL responses (Caminschi et al., 2008; Sancho et al., 2008),
and therefore could be an important target in brain disorders
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such as neuroinflammation-based neurodegenerative diseases,
microbe-induced encephalitis, and brain tumors such as
gliomas.
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